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CAPITULO1 RESUMEN

En esta investigacion se estudiaron nueve diferentes plantas tanto
cultivables como silvestres, que a su vez pueden ser aprovechadas en la
alimentacién humana o animal. Estas plantas son pertenecientes a los estados de
Yucatan, Michoacan, Quintana Roo y Guerrero que son regiones tropicales y que
tienen una gran diversidad. Se estudiaron dos leguminosas llamadas Balché
(Lonchocarpus longystilus pitt) y Palo morado (Peltogyne mexicana) vy
Heteroflorum sp. Una planta de la que se utiliza su vaina y semilla. De la familia de
las cucurbitaceas se analizaron dos diferentes especies una llamada Cucurbita
pepo y la otra Cucurbita moschata Duch. Y por otro lado, tres frutos, dos de la
familia de las sapotaceas, el Chicozapote (Achras zapota) y el Zapote (Manilkara
Sapotilla) en dos muestras diferentes: la primera solo pulpa y la segunda la pulpa
con cascara; y un Pepino kaat o de ardilla (Parmentiera aculeata), el cual es un
fruto perteneciente a la familia de las bignoniaceas. Se determiné el valor
nutrimental de cada una de las plantas estudiadas encontrandose que no en todos
los casos este valor es semejante entre miembros de la misma familia o bien al
compararlas con informacién de ellas mismas en otras investigaciones anteriores.
Los estudios toxicolégicos no mostraron la presencia de alcaloides ni de
glucosidos cianogénicos y las lectinas se encontraron en limites permitidos. En
cuanto a los factores antinutricionales analizados: acido fitico, inhibidores de
tripsina y taninos las cantidades encontradas son muy pequefias y por

consiguiente el efecto no es importante al ser consumidas.
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Los azucares reductores directos y totales se encuentran en una elevada
cantidad en los frutos. La digestibilidad in vitro con liquido ruminal es considerable
ya que se obtienen valores por arriba del 50 %. Con estos resultados todavia no
podemos definir que plantas son las adecuadas para formar forrajes que den

buenas expectativas y excelente alimentacién y nutricion al animal.



CAPITULO 2 INTRODUCCION

En el ultimo siglo se ha acentuado la seleccion de plantas destinadas a la
agricultura, ya que en la actualidad el hombre depende de unas cuantas especies
vegetales que suministran el 90% de nuestros viveres. Esto indica que sélo
dependemos de unas cuantas especies vegetales, a la vez de tener una dieta

restringida.

Un factor importante intimamente relacionado con los alimentos, lo
constituye la tasa de crecimiento poblacional. Es trascendental el aumento en la
disponibilidad de los alimentos, y este incremento no ha sido proporcional al

crecimiento poblacional.

En México, la poblaciéon sobre todo en zonas rurales consumen muchas
plantas silvestres, debido a la escasez de los alimentos o por no contar con los

recursos econémicos para adquirirlos.

Aun cuando estos alimentos silvestres y otros mas que se cultivan tengan
un consumo importante en algunas regiones rurales, existe poca informacion con
respecto a su contribucion tanto al aporte nutrimental como a los contenidos de
téxicos y/o factores antinutricionales de la dieta, por lo que el objetivo del presente
trabajo fue analizar la composicidon bromatolégica de las siguientes plantas,
Balché (Lonchocarpus longistylus pitt), Semilla de calabaza (Cucurbita pepo L. y

Cucurbita moschata Duch), Pepino Katkuuk o de ardilla (Parmentiera aculeata) del
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estado de Yucatan, Chicozapote (Achras zapota) y zapote (Manilkara sapotilla),
para el estado de Quintana Roo, Heteroflorum sp. del estado de Michoacan y Palo
morado (Peltogyne mexicana) del estado de Guerrero. Asi mismo se les
determinaron los siguientes factores toxicos: alcaloides, glucdsidos cianogénicos,
hemaglutininas y factores antinutricionales: acido fitico, inhibidores de tripsina y

taninos. También se midio la digestibilidad in vitro con liquido ruminal.

Los resultados obtenidos podran dar la direccién hacia nuevos obijetivos,
como fomentar el cultivo de las plantas para poder crear un alimento de consumo
humano o elaborar forrajes. Asi mismo, para conservar plantas que se encuentran

en peligro de extincion y que tienen un valor nutricio importante.



CAPITULO 3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

e Evaluar algunas plantas cultivables y silvestres mexicanas obteniendo el
valor nutrimental, téxico, antinutricional y digestibilidad in vitro con liquido

ruminal.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar un analisis bromatoldgico a cada una de las plantas.

e Determinar los factores toxicos y antinutricionales en semillas y frutos a
analizar.

e Comparar los resultados del analisis bromatologico con los reportados en la
literatura de plantas de la misma especie.

e Conocer en el chicozapote y zapote los azucares reductores directos y
totales.

e Determinar en las plantas seleccionadas la digestibilidad in vitro con liquido

ruminal.



CAPITULO 4 ANTECEDENTES

4.1 Plantas cultivables y silvestres

Se analizaron plantas de la region de Guerrero, Michoacan, Quintana Roo y
de Yucatan. Debido al clima calido que estos estados presentan, tienen una gran
diversidad de plantas silvestres, de las cuales la poblacién las ocupa tanto para

consumo humano como para ganaderia.

Razén por la cual se llevara acabo este estudio con los frutos o semillas de
plantas como: Balché, Xbal-ché, Saayab, Palo de patlaches (Lonchocarpus
longistylus pitt), proviene de un arbol de hojas alternas, pinadas, con unas 15
hojuelas ovadas u oblongas de 3.5-8.5 cm. Flores papilionadas moradas; fruto una
vaina, comprimida indehiscente, con la corteza por fermentacion, los lacandones
preparan una bebida alcohdlica con estas semillas, pertenecientes a la familia de

las Leguminosae (Fabaceae).
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Palo morado (Peltogyne mexicana) es un arbol de 15-20 m de hojas
bifoliadas, con las hojuelas falcadas, emarginadas, glandulosas, de 4-6 y hasta 8
cm; inflorescencia en paniculas vellosas de 8 cm., caliz de 4 sépalos, 5 pétalos
oblongos de 5 mm, glandulosos, fruto oblongo falcado de 5 a 6 cm madera

morada. Pertenecientes a la familia de las Leguminosae. !

La planta Heteroflorum sp. Una planta en vaina sumamente dura de un
tamafio de 20 a 25 cm, contiene de 4 a 5 semillas de diametro de 1 cm, todavia no

se conoce su género, por lo tanto hay poca informacién acerca de ella.



Antecedentes. 8

Dentro de los frutos a estudiar se encuentran el Zapote o sapotillo
(Manilkara sapotilla) y Chicozapote o arbol de chicle (Achras zapota) es un arbol
de 30 m o mas con jugo lechoso, hojas alternas y amontonadas en la extremidad
de las ramillas oblongas o elipticas, coriaceas y brillantes de 8-12 cm, flores
blancas o algo rosadas fruto globoso u ovoide de 6-7 cm con 4-5 semillas
elipsoides y brillantes; el jugo lechoso de arbol coagulado por medio de calor
constituye el chicle en bruto. Pertenecientes a la familia de las Sapotaceas.’ 2

Tabla 1. Analisis bromatoldgico de chicozapote y zapote (g/100g muestra)

Nombre , Fibra Hidratos
i Humedad Cenizas Grasa Proteinas de
cientifico cruda
carbono
Achras zapota® 77.40 0.40 0.66 0.87 2.15 18.52
Achras zapota® - 1.77 2.92 3.85 9.50 81.95
“g;g‘g:fﬁ‘;? 78.60 2.70 0.10 1.12 0.80 16.68
'\Sf'aa”(')'t‘fﬁ‘;? ------ 1261 050 523 374 7794

T —
@ en base humeda. ® en base seca. Fuente:
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Semilla de calabaza Cucurbita pepo L. y semilla de calabaza amarilla o de
bola Cucurbita moschata Duch, son plantas herbaceas, de tallos largos que se
arrastran por el suelo, o se enganchan a toda clase de soportes por medio de
zarcillos, los frutos se caracterizan por ser de una consistencia carnosa, suculenta
y tener una corteza resistente que puede variar desde semiblanda a muy dura, de
tallos flexibles cubiertos de pelos e incluso espinas; hojas alternas, generalmente
simples, zarcillos simples o compuestos. La forma mas tipica y popular de la
calabaza es redonda pero las hay alargadas, mas o menos cilindricas y aun
torcidas. Las hay desde muy pequefias hasta de 100 Kg de peso. Pueden ser
andromonoicas (flores hermafroditas y masculinas en la misma planta), o
monoicas (flores masculinas y femeninas en la misma planta), o dioicas (plantas
con flores masculinas y plantas con flores femeninas), las mas seleccionadas son
las ginicas (solamente flores femeninas)." *

C. moschata son de desarrollo tardio, sus frutos, llamados en las Antillas y
Ameérica con el nombre de “melocoton” se pueden consumir sin estar maduros.
Con la maduracion difunde un olor penetrante que se pueden utilizar para

perfumar. Es la especie mejor adaptada a las temperaturas elevadas.*
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Tabla 2. Analisis bromatoldgico de semillas de calabaza (g/100g muestra)

Nombre Fibra Hidratos
i Humedad Cenizas Grasa Proteinas de
cientifico cruda
carbono
Cucurbita
moschata?® 7.70 3.10 27.97 36.00 4.95 28.28
Cucurbita
moschata®  ------ 3.36 30.30 39.00 5.40 30.64
a
C. pepo 4.30 4.80 4400  36.90 255 7.45
b
C.pepo~ 552 4643  39.83 6.11 2.20

2 en base humeda. Fuente:

® en base seca.

Henderson et al, 1986 realizaron la identificacion y cuantificacion de
factores toxicos y antinutricionales de las siguientes especies: C. foetidissima y C.
digitata (calabaza xerofiticas) asi como C. moschata y C. pepo (calabazas
comunes). Contienen inhibidores de tripsina activos en cucurbitas, pero soélo tienen
el 1 al 2% respectivamente, comparadas con la semilla de soya la cual fue usada

como material de referencia.’

Pepino Katkuuk o de ardilla (Parmentiera aculeata) arbusto o arbol de 3.5-

7.5 m espinoso, de hojas largamente pecifoliadas, con hojuelas obovadas o
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suborbiculares de 1-3 cm decurrentes flores monopetalos solitarias; verdosas, la
corola con 5 lobulos; fruto de 18-25 cm por 1cm de grosor. Perteneciente a la
familia de las Bignoniaceas.""

Tabla 3. Analisis bromatoldgico de pepino katkuuk (g/100g muestra)

Nombre , Fibra Hidratos
. Humedad Cenizas Grasa Proteinas de
cientifico cruda
carbono
P;‘émggffga 87.60 0.30 0.09 1.43 0.35 10.23
P:émggif a 242 0.73 1153 2.82 82.50

2 en base humeda. Fuente:

b en base seca.

4.2 Azucares

Los azucares son aldehidos o cetonas con multiples grupos hidroxilo.

Los frutos contienen principalmente dos hexosas las mas abundantes la D-
glucosa (una aldosa) y la D-fructosa (una cetosa) que se caracterizan por tener 6
atomos de carbono en su molécula. Estas dos moléculas son las que se
determinaran a los frutos en estudio debido a que en ellos estan presentes en
abundancia.

Sirven como almacenes de energia, combustibles e intermediarios
metabdlicos. El almidon de las plantas y glucégeno en animales son dos
polisacaridos que rapidamente se movilizan para liberar glucosa, el combustible

primordial para generar ATP, la unidad bioldgica de energia libre. Ademas de que
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algunas azucares como la ribosa y desoxirribosa forman parte de la trama
estructural del ARN y ADN. Los polisacaridos son elementos estructurales de las
paredes celulares de bacterias y plantas, forman parte del exoesqueleto de los
artropodos. La celulosa es el principal componente de las paredes celulares de las
plantas. Se encuentran unidos a muchas proteinas y lipidos.® ’

La reserva nutricional de las plantas es el almidén, del que existen dos
formas, la amilosa, almidon no ramificado, consiste en una serie de residuos de
glucosa unidos por enlace a (1-4). La amilopectina, la forma ramificada, tiene un
enlace a (1-6) por cada treinta enlaces a (1-4). Las dos son hidrolizadas por la a-
amilasa, secretado por las glandulas salivales y pancreas originando maltosa,
maltotriosa y a-dextrina.®

En las paredes de las plantas, las fibrillas de celulosa, se hallan aglutinadas
por una matriz de otros tres materiales polimeros: la hemicelulosa, la pectina y la
extensina.

Las hemicelulosas son polimeros de las pentosas, sobre todo D-xilanos con
enlaces B (1-4) y poseen cadenas laterales de arabinosa y de otros azucares. La

pectina es un polimero formado por galacturonato.7

4.3 FACTORES TOXICOS

Los factores toxicos son sustancias presentes en los alimentos capaces de
producir efectos dafinos, una anormalidad fisiolégica, que no puede ser atenuada

por una suplementacién de nutrimentos.®
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4.3.1 ALCALOIDES

Los alcaloides son compuestos heterociclicos que contienen nitrogeno en
su molécula y se comportan como alcali quimico. Estructuralmente tienen
estructuras diversas y se identifican por reacciones generales muy variadas.
Bioquimicamente siguen un complejo ciclo del metabolismo nitrogenado, con
actividades bioldgicas importantes, por su mimetismo hormonal y su intervencion
en las reacciones principales del metabolismo celular.’

Algunos de los alcaloides en las plantas son neurotdxicos. Puede ser muy
variado pero se considera que un consumo de 1% a 5% de alcaloides con
respecto al peso corporal del animal de uno a dos dias puede causar una

intoxicacién aguda en el organismo. ™

4.3.2 GLUCOSIDOS CIANOGENICOS

Los glucdsidos cianogénicos se encuentran distribuidos en una amplia
gama de vegetales, entre los que se encuentran algunas leguminosas. El efecto
téxico se presenta cuando la enzima B-glucosidasa hidroliza el enlace glucosidico
y la hidroxinitrilasa libera el acido cianhidrico. En condiciones normales no tiene
lugar la hidrdlisis de los glucdsidos cianogénicos, ésta es resultado de la pérdida
de integridad en las células vegetales (plantas marchitas, congeladas o mal
desarrolladas). En el caso de los rumiantes las lesiones pueden presentarse
durante la masticacion del vegetal o en el rumen, que presenta un ambiente

favorable para la hidrdlisis.”®
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Se considera que un contenido de cianuro de 500 a 750 partes por millén
en el alimento representa un riesgo moderado de intoxicacion en el animal.
Alimentos con valores superiores a las 1000 partes por millon no son aptos para

su consumo.™

4.3.3 HEMAGLUTININAS O LECTINAS

Las lectinas o hemaglutininas son un grupo de proteinas o glicoproteinas
toxicas presentes en la mayoria de las leguminosas comestibles, que se
caracterizan por tener una gran afinidad con los residuos glucidicos presentes en
la superficie de los glébulos rojos sanguineos ocasionando aglutinacién. El efecto
téxico se debe a la unidn con las proteinas de células epiteliales de la pared del
intestino, ocasionando una mala absorcidon de nutrimentos. Sin embargo, es
importante mencionar que la presencia de hidratos de carbono en la molécula de
lectinas les da especificidad hacia las células, lo que repercute de manera
importante en su accién, ya que de ser inespecificas no pueden unirse a las
células y causar dafo. Por otra parte, para que se lleve a cabo un efecto por la via
oral es necesario que las lectinas resistan el ataque de las proteasas a lo largo del
tracto digestivo; posible motivo por el cual no existen reportes de su efecto tdéxico
en rumiantes.'® "3

Las lectinas por su naturaleza proteica pueden destruirse por métodos de

calentamiento como son el secado y la coccion.
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4.4 FACTORES ANTINUTRICIONALES

Los factores antinutricionales disminuyen la disponibilidad o provocan una
pérdida suplementaria de los nutrimentos esenciales. Estas sustancias provocan
un desequilibrio, que se compensa por un aporte suplementario de los nutrimentos

implicados y a la larga determinan la aparicion de una patologia particular.®

4.4.1 ACIDO FiTICO

En el pericarpio de los productos vegetales existe fosforo en forma de
fitatos, que son sales de acido fitico, derivado del enocitol y acido fosférico. En
especies de animales monogastricos aumentan la pérdida fecal de calcio y
contribuyen a la descalcificacion del organismo; ademas se consideran una fuente
de fosforo no bioasimilable debido a la ausencia de la enzima fitasa sin embargo,
se ha comprobado que en el rumen del ganado ovino se produce la hidrdlisis de
los fitatos por las fitasas bacterianas. Por consiguiente, parece que los rumiantes
utilizan el fésforo de los fitatos del mismo modo que otras fuentes de fésforo. En

fitatos las concentraciones de 0.4 a 6.4% causan desmineralizacion.®

4.4.2 INHIBIDORES DE PROTEASAS

Los inhibidores de proteasas son sustancias antinutricionales de naturaleza
proteinica presentes en la mayoria de las leguminosas y cereales; se caracterizan
por inhibir la actividad de las proteasas, enzimas que hidrolizan los enlaces

peptidicos de las proteinas y péptidos permitiendo su asimilacién.
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Se sabe que menos de 10 UTI/ mg de muestra en cuanto a frijoles no
causan problemas.

El inhibidor de tripsina es uno de los mas abundantes y de mayor
importancia, dada su naturaleza proteinica existen numerosos meétodos usados
comunmente para desnaturalizar o inactivar este tipo de sustancias, el mas
utilizado consiste en brindar un calentamiento adecuado al alimento que permita

destruir o bien disminuir el efecto de los principales inhibidores de proteasas.'

4.4.3 TANINOS

Los taninos son compuestos polifendlicos solubles en agua que se
encuentran presentes en algunas leguminosas; se clasifican como condensados e
hidrolizables con base en su tipo estructural y su reactividad contra agentes
hidroliticos, particularmente acidos. Los taninos son considerados nutricionalmente
indeseables, ya que son capaces de formar un complejo tanino-proteina que tiene
lugar cuando los grupos fendlicos de los taninos se oxidan a quinonas, con la
posibilidad de formar enlaces covalentes entre los grupos amino-épsilon de las
lisinas y de las argininas en las cadenas peptidicas precipitandolas y reduciendo el
valor nutrimental del alimento.'?

Los taninos son hidrolizados al llegar al rumen generando un sin numero de
compuestos fendlicos, donde se consideran como posibles inhibidores de las
células, ya que se ha observado una disminucién de la digestibilidad ruminal de
diversos forrajes.'® ' Por otra parte es importante mencionar que el nivel de

astringencia de las raciones parece tener una funcion importante en la eleccion
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alimentaria manifestandose en una reduccion de la ingestion de alimentos ricos en
taninos.’

La DDA de acido tanico es de 500 mg/kg de peso corporal / dia, se
considera que un consumo de 30 g/kg/dia de una persona de 60 kg se hace
presente el efecto antinutricional. Se ha observado que alimentos que poseen un
porcentaje del 3 a 9 % de taninos en su composicién pueden causar desorden

fisioldgico en los animales que los consumen.™

4.5 RUMIANTES

Se presentan algunos aspectos generales sobre la alimentacion de una de
las especies mas importantes que forman parte de la produccidn animal en
México.

La industria del ganado se ha convertido en una parte altamente
especializada del campo agropecuario. La necesidad de obtener una conversion
alimentaria eficiente para minimizar los costos de alimentacion que van de un 60 a
80% del costo total de la produccion animal. Otra necesidad es el incremento de
fuentes de proteina y grasa, ambas para el crecimiento de la poblacion humana y
la alimentacion animal."”

Es frecuente la utilizaciéon de subproductos o alimentos de desecho, de los
cuales no se tiene buena informacién en cuanto a su valor nutricio. Lo que ha

traido como consecuencia la utilizacion masiva de granos procesados en

diferentes formas. Los animales rumiantes necesitan adaptarse al alimento;
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principalmente, debido a que los microorganismos del rumen, que predigieren el

alimento, se desarrollan en poblaciones que reflejan la composicién del alimento.™

4.5.1 Alimentacion de rumiantes

Los rumiantes domésticos se alimentan principalmente de forrajes: plantas
herbaceas, pastos, plantas forrajeras cultivadas y subproductos agricolas.

(Pajas, alfalfa, semillas, etc.)

La cantidad de energia que un rumiante puede obtener de un forraje
consumido a voluntad depende de dos caracteristicas de este forraje:

Su ingestibilidad, que es la cantidad de forraje ingerida y se expresa
siempre en Kg de materia seca, para obviar el inconveniente que representan las
grandes variaciones existentes en el contenido de agua de los alimentos.

Su digestibilidad, es decir la proporcion de este forraje, 0 mas precisamente
de su materia organica, que se absorbe en el tubo digestivo. Este parametro
determina el valor energético.

Estas dos caracteristicas varian dentro de limites muy amplios. De manera
general, ambas disminuyen en el curso del ciclo de vegetacién, al aumentar las
proporciones de tallos, de tejidos lignificados y de paredes celulares.™

En las raciones de los animales con producciones elevadas, los forrajes se
complementan con alimentos mas digeribles, con menor (o nulo) contenido de
tejidos lignificados, y que son ricos en proteinas y otros constituyentes
intracelulares; estos alimentos son los frutos, los granos y las raices, asi como

diversos subproductos de todos ellos.*
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4.5.2 Digestion ruminal

Los rumiantes son mamiferos que se caracterizan por poseer pezunas,
dedos pares y molares cuya corona presentan crestas en forma de media luna, no
presentan dientes incisivos superiores y solo algunas especies tienen dientes
caninos; los molares de los rumiantes tienen tal forma y estan tan separados que
el animal puede masticar en un solo lado de la mandibula a la vez. La produccion
de saliva en los rumiantes es muy abundante, posee una gran capacidad
amortiguadora y ayuda a mantener un pH apropiado en el rumen- ' 2" 2

Poseen un estdmago compuesto de cuatro compartimentos: reticulo,
rumen, omaso y abomaso.

El reticulo en movimiento manda al alimento ingerido hacia el rumen o hacia
el omaso. El rumen contiene del 70% al 75% del volumen total del aparato
digestivo y actia como una camara de fermentacion en la cual los
microorganismos ruminales atacan a ciertos nutrimentos para desdoblarlos. El
omaso permite reducir el tamafio de particula del alimento ingerido y absorber
algunos elementos. El abomaso efectia la secrecion de pepsina y acido
clorhidrico para el desdoblamiento de proteinas.?®

Un fenémeno caracteristico de los rumiantes es la rumia, una forma
controlada de vomito que logra que los materiales semiliquidos sean regurgitados
al esofago, los liquidos sean deglutidos y ademas permite la remasticacion e
ingestion del bolo alimenticio que se forma en el proceso. Los rumiantes pueden
pasar rumiando hasta 8 horas o mas, lo que depende de la naturaleza del

alimento.'®
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La fermentacion microbiana en el rumen da como resultado la produccion
de una gran cantidad de gas en cuya composicidon se encuentra: didéxido de
carbono, metano, hidrogeno, oxigeno y nitrégeno, los cuales deben ser
eliminados. Esto se lleva a cabo por medio de contracciones de los sacos
superiores del rumen que empujan el gas hacia delante y hacia abajo; el eséfago
se dilata y permite que el gas escape ocasionando el eructo del animal.'* '8

Aproximadamente dos terceras partes de la sustancia organico digerible y
de la energia se absorbe en el estbmago anterior (reticulo, rumen, y omaso); el
resto se digiere en los intestinos.?* Sin embargo, la digestibilidad de un alimento
puede verse afectada por trastornos digestivos, deficiencias de nutrimentos,
frecuencia de las comidas y tratamientos previos que se le han dado a los

alimentos.?®

4 5.3 Caracteristicas del rumen

Los microorganismos del rumen son predominantemente anaerobios
obligados aunque pueden tolerar algo de oxigeno, a lo largo de la fermentacion,
éste es introducido a través del alimento y el agua, y se difunde a través de la
pared del rumen.

La poblacion microbiana en el rumen esta regulada por el peculiar balance
ecolégico que da condiciones para que prevalezcan ahi. EI ambiente del rumen
contiene un numero de cualidades unicas que provocan diferencias con otros
sistemas anaerdbicos ya que es esencialmente isotérmico y esta regulado por el

metabolismo homeotérmico de los animales huéspedes.
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La poblacion del rumen incluye: bacterias, protozoos y hongos.

Existen mas de 200 especies de bacterias, aproximadamente 10'° bacterias
por mL de contenido ruminal, donde destacan las especies celuloliticas, que
tienen un papel irremplazable al atacar las paredes celulares intactas. Una parte
de las bacterias son destruidas en el rumen por los protozoos, pero la mayor parte,
sin embargo, abandona el rumen, pasando hacia el omaso y cuajar, bien en el
liquido ruminal o bien adheridas a las particulas del alimento, sin embargo estas
pérdidas son compensadas permanentemente mediante la multiplicacion de la
poblacion.

Los protozoos del tipo ciliado prosperan en el rumen, estos atacan todos los
constituyentes principales de los alimentos, degradando incluso, algunos de ellos,
las paredes celulares. Estos estan en competencia con las bacterias por los
sustratos nutrimentales y por la importante depredacion que realizan sobre éstas.
En su mayor parte permanecen en el rumen.

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

celulosa y la hemicelulosa a pesar de la presencia de lignina.'® 2% %
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Tabla 4. Requerimientos nutricionales para animales en etapa de desarrollo.?* 2728

Requerimiento

(% en la racion) Rumiantes Cerdos Aves
Proteina total 10-12 15 14-18
Proteina digerible 75
. 0.20-0.25 0.60 3.20
Calcio
, 0.20-0.21 0.50 0.56
Fosforo

*k %k

valores no reportados para esa especie.

Los valores pueden variar dependiendo el estado de desarrollo del animal, asi

como la funcion del mismo.
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5.2 Acondicionamiento de la Muestra

Las muestras fueron proporcionadas por el Botanico M. en C. Salvador

Flores de la Universidad de Yucatan México.

Las plantas se recibieron secas, fueron molidas y pasadas por una malla de

0.5 mm de diametro, para su acondicionamiento.

Nombre cientifico: Lonchocarpus longistylus Pitt

Lugar de recoleccion: Yununcan Yuc. Mérida.

Parte utilizada para el analisis: semilla y vaina.

Nombre cientifico: Peltogyne mexicana

Lugar de recoleccion: Guerrero.

Parte utilizada para el analisis: semilla.

Nombre cientifico: Heteroflorum sp.

Lugar de recoleccion: Michoacan.

Parte utilizada para el analisis: semilla y vaina.

Nombre cientifico: Cucurbita moschata Duch

Lugar de recoleccion: Yaxcaba Yuc.

Parte utilizada para el analisis: semilla completa.



Metodologia. 25

Nombre cientifico: Cucurbita pepo L.

Lugar de recoleccion: Valladolid Yuc.

Parte utilizada para el analisis: semilla completa.
Nombre cientifico: Achras sapota

Lugar de recoleccion: Carrillo Puerto Q. Roo.

Parte utilizada para el analisis: fruto sin semilla.
Nombre cientifico: Manilkara sapotilla

Lugar de recoleccion: Carrillo Puerto Q. Roo.

Parte utilizada para el analisis: fruto solo pulpa y fruto con pulpa vy

cascara.

Nombre cientifico: Parmentiera aculeata

Lugar de recoleccion: Mérida Yuc.

Parte utilizada para el analisis: fruto completo.

5.3 Analisis Proximal

5.3.1 Determinacion de Humedad %°

Técnica descrita por la AOAC (1990) N° 925.09.
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5.3.1.1 Fundamento

El método de secado se basa en la eliminacién del agua libre en el alimento a

temperaturas de 100 a 110 °C.

5.3.1.2 Material y reactivos

& Estufa de vacio LAB-LINE mod. 3620
& Balanza analitica Santorius

& Desecador

& Pesafiltros

& Estufa con corriente forzada LAB-LINE, mod. IMPERIAL Il

5.3.1.3 Procedimiento

Primeramente se pone a peso constante el pesafiliro. Los pesafiltros son

colocados de 2 a 4 horas en la estufa es suficiente.

A continuacion se adiciona la muestra de 2-5 g, tratando de que presente la
mayor superficie de evaporacion, introduzca en la estufa que se encuentre entre
100-110 °C. El tiempo de permanencia dentro de la estufa depende del material de

que se trate, hasta peso constante.

Todas las pesadas que se efectuen deben hacerse inmediatamente después
que son enfriadas en el desecador. Se considera a peso constante una muestra
cuando al pesarla en la balanza analitica solo se presente variacion en la cuarta

cifra decimal.
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5.3.1.4 Calculos

Teniendo el peso del pesafiltro con muestra antes y después de sacada, y

con el peso del pesafiltro solo, se puede hacer la determinacion.

%humedad =Pi_ - Pf x 100
m
Donde:
Pi = peso del pesafiltro con muestra antes de secada (en gramos)
Pf = peso del pesafiltro con muestra después de secada (en gramos)

m = peso de muestra (en gramos)

5.3.2 Determinacion de cenizas %°

Técnica descrita por la AOAC (1990) N° 923.03

5.3.2.1 Fundamento

Es el producto de la eliminacion del material organico a altas temperaturas (500

°C), este residuo contiene oxidos y sales.

5.3.2.2 Material y reactivos

& Mufla THERMOLYNE, mod. 1500
& Balanza analitica Santorius.
& Mechero Bunsen

&= Crisoles de porcelana
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& Desecador

5.3.2.3 Procedimiento

Previamente se deben de poner a peso constante los crisoles, los cuales se
deben colocar en la mufla a una temperatura de 500 °C, marcandolos con lapiz o

cualquier sustancia que no se elimine en el proceso de incineracion.

Al crisol se le coloca de 2-5 gramos de muestra aproximadamente, se pone a
carbonizar a la flama de un mechero y bajo una campana, ya que se desprendera
una gran cantidad de humo. Cuando ya no se presente desprendimiento de humo,
se puede introducir el crisol a la mufla, la cual debe encontrarse entre 500-550 °C, el
tiempo de permanencia es muy variable, y depende del material que se esté

trabajando.

Si después de la incineracidn se obtienen cenizas con manchas negras, es
conveniente adicionarle unas gotitas de agua destilada y volver a meter a la mufla
para obtener cenizas grisaceas o blancas homogéneas; lo que nos indica el punto
final de esta determinacion. Es conveniente dejar enfriar un poco el crisol antes de

meterlo al desecador, para su posterior pesada en la balanza analitica.

5.3.2.4 Calculos

El calculo de cenizas en términos de porcentaje es el siguiente:

% Cenizas = Pf - Po x 100

m
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Donde:
Pf = peso del crisol con la muestra después de incinerada (en gramos)
Po = peso del crisol a peso constante (en gramos)

m = peso de muestra (en gramos)

5.3.3 Determinacion de grasa cruda %

Técnica descrita por la AOAC (1990) N° 989.05;
5.3.3.1 Fundamento

La determinacion del extracto etéreo, incluye una gran variedad de
compuestos organicos, unicamente unos pocos de ellos tienen interés nutricional;
aquellos que se encuentran en gran cantidad incluyen la grasa verdadera, acidos
grasos y sus eésteres, vitaminas liposolubles y provitaminas tales como son los

carotenoides.
Se utilizo éter de petréleo para hacer la extraccion.
5.3.3.2 Material y reactivos

& Aparato de extraccion Goldfish, LABCONCO
& Cartuchos de celulosa de 22x80 mm

& Estufa de vacio LAB-LINE, mod. 3620
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& Vasos de borde esmerilado KIMAX
& Eter de petréleo de p. e. 30-60 °C

& Balanza analitica

5.3.3.3 Procedimiento

Dentro de un cartucho de celulosa se coloca de 2 a 5 gramos de muestra
(dependiendo del contenido de grasa), se tapa con un pedazo de algodon. En este
caso el cartucho de celulosa se coloca en el portadedal y éste a su vez en el seguro
metalico del aparato Goldfish, es un dispositivo comercial que consta de 6 unidades
de extraccion. A continuacion se coloca aprox. 50 mL de disolvente sobre el vaso de
borde esmerilado, y éste con la ayuda del anillo metalico con rosca se asegura al

aparato de extraccion.

Primero se abre la llave del agua para que circule ésta sobre los refrigerantes.
Para el calentamiento en el aparato, se sube la parrilla hasta que esté en contacto
con el vaso. Es conveniente colocar el control de calentamiento en intermedio. El
periodo de calentamiento es variable, que va de 2 a 8 horas, dependiendo de la

cantidad de grasa que contenga la muestra.

Una vez transcurrido el tiempo de extraccion, se bajan las parrillas de
calentamiento, y se colocan los platillos de seguridad, se quita el anillo de rosca y se
saca el portadedal con el cartucho, sustituyéndose por el tubo colector volviéndose
nuevamente a colocar el vaso para nuevamente proceder a calentar, para recuperar

el disolvente.
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Una vez que el vaso este libre de disolvente, se coloca en la estufa de vacio
para la completa eliminacién del disolvente y humedad, con el fin de obtener

unicamente el peso de la fraccion lipoide.
5.3.3.4 Calculos

Se debe tener el peso del recipiente colector tanto antes como después del
procedimiento de extraccion. A esta determinacidn se le conoce como extracto

etéreo.

% Grasa= Pf - Po x100
m

Donde:
Pf = peso del recipiente después de la extraccidn (en gramos)
Po = peso del recipiente antes de la extraccién (en gramos)

m = peso de la muestra seca (en gramos)

5.3.4 Determinacion de proteina cruda #
El contenido de proteina se determina con el método AOAC. (1990) N° 977.14
5.3.4.1 Fundamento

El método empleado usualmente para la determinacion de nitrégeno en

alimentos, es el método Kjeldahl y varias modificaciones se han desarrollado en la
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actualidad. El procedimiento consiste en la digestion que es una oxidacién de la
materia organica por accion del acido sulfurico y la liberacién del nitrogeno como
sulfato de amonio; la destilacién del nitrdgeno amoniacal y la titulacion de esté con

un acido como se observa en las siguientes reacciones:
Digestiéon

MATERIA ORGANICA + H;SO, —> CO,* +H,0 +50, * + NH,HSO,
Destilacién

NH;HSO, + 2NaOH ——— > NaySO4 + NH3* +2H,0

3NH; 4 + H3BO3 » (NH4); BO3
Titulacion
(NH4)3BO3; + 3HCI >  3NH4Cl + H3BO3

La digestion de la muestra para formar el sulfato de amonio, es la parte mas
dificil de la operacion. Muchos agentes catalizadores han sido usados para
aumentar la velocidad de digestion de la muestra; como son el cobre, mercurio y el
selenio entre otros. Numerosos agentes oxidantes han sido adicionados al final del
periodo de digestibn para obtener una completa oxidacidn; en varios tipos de
muestras la pérdida de nitrogeno a través de la formacién de aminas o de nitrégeno

libre se ha presentado por el uso de estos agentes a excepcion del uso del peroxido
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de hidrégeno. El peroxido de hidrogeno debe ser usado cuidadosamente ya que es

comun preservarlo con acetanilida para reducir la formacion de oxigeno y agua.

Sales como sulfato de potasio o de sodio son comunmente adicionadas para
aumentar el punto de ebullicion de la mezcla de digestion sin embargo, la relacion
sal/acido no debe ser muy alta ya que se podria presentar la pérdida de amoniaco

de la sal de amonio.

El amoniaco obtenido después de la digestién, es liberado por una gran
variedad de métodos; siendo el mas usado por accion de un alcali y atrapando el

amoniaco liberado en una cantidad conocida de acido valorado.

5.3.4.2 Material y reactivos

& Digestor TECATOR, mod. Ab-20/40

&= Dispositivo de microdestilacion LABCONCO
& Tubos de digestion TECATOR de 75 mL

& Mezcla digestiva (a)

& Peroxido de hidrogeno al 30%

&= Sulfato de potasio (R.A.)

&= Solucion de NaOH al 40%

&= Solucion de acido bodrico con indicadores (b)

& Solucion de HCI 0.01N valorada

(a). Disolver 3g de sulfato de cobre (CuSO45H,0) en 20 mL de agua

destilada; a continuacién se agrega 50 mL de acido ortofosforico (HsPO4) y
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una vez que este bien disuelta la sal, se adiciona con mucho cuidado y
resbalando por la pared del recipiente 430 mL de acido sulfurico concentrado.

Esta mezcla se deja agitando por aproximadamente 30 min.

(b). Se pesan 10g de acido bdrico y se coloca en un matraz aforado
de 1L; se adiciona agua y a continuacion 10 mL del indicador B (100 mg de
verde de bromocresol en 100 mL de metanol) y 7 mL de rojo de metilo (100
mg en 100 mL de metanol). Se ajusta el color a un tono rojizo grisaceo con

acido o alcali segun se requiera y se afora a 1 L con agua destilada.

5.3.4.3 Procedimiento

Pesar de 10-100 mg de muestra y colocarlos en el tubo de digestion, se le
agrega aprox. 0.5 g de K,SO4 y 3 mL de mezcla de digestidon; se pone el tubo en el
digestor a una temperatura menor de 340 °C por espacio de 15 minutos y después
de ello se saca del digestor para que se enfrie un poco. Adicionar 1.5 mL de H,0, y
nuevamente colocarlo en el digestor que se encuentre a 370 °C. Se considera que la
digestion esta realizada cuando el tubo no muestra manchas y puntos negros vy
ademas la mezcla de digestion sea transparente. Una vez efectuada la digestion se

deja enfriar y se procede a realizar la destilacion.

Se le agregan al tubo de digestién 25 mL de agua destilada y se coloca en el
destilador y se descarga NaOH al 40%. El destilado se recibe en un recipiente que
contenga 50 mL de acido bdrico, y la destilacion se continua hasta completar 100-

125 mL. Una vez completada la destilacion se continua con la titulacion del
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amoniaco atrapado en el acido bérico con HCI 0.01 N, hasta un vire de color verde

esmeralda a un rosa claro.

5.3.4.4 Calculos

Para realizar los calculos es conveniente correr un blanco, en donde se
sustituye la muestra por el equivalente en peso de glucosa o sacarosa; trabajandolo

de la misma forma.

% N> = (P-B) x N xmeqgx 100 % Proteina = % No x F

m

Donde:

P = mL de la titulacion de la muestra

B = mL de la titulaciéon del blanco

N = normalidad de la solucién de HCI

meq = miliequivalentes de nitrogeno (0.014)

m = peso de la muestra (en gramos)

F = factor de conversion (6.25)

Con respecto al factor de conversion debemos aclarar que este depende a
cada tipo de muestra, el cual esta relacionado con el contenido de nitrogeno de la

proteina en estudio.
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5.3.5 Determinacién de fibra cruda %°

Técnica descrita por la AOAC (1990) N° 962.09.

5.3.5.1 Fundamento

Dentro del interés analitico de un alimento, podemos dividir los hidratos de
carbono no estructurales como son los almidones, azucares y fructosanas; y por otro
lado los hidratos de carbono estructurales, tales como la celulosa y hemicelulosa,

que corresponden a la fibra cruda.

Por definicién de acuerdo al método Weende, la fibra cruda es la perdida por
ignicion del residuo seco remanente después de la digestion de la muestra con
acido sulfurico al 1.25 % y NaOH al 1.25 % bajo condiciones bien especificadas, de

una muestra previamente desengrasada.

Para la determinacion de fibra de una muestra es necesario trabajar con una
muestra desengrasada y someterla a una hidrélisis acida seguida de una hidrélisis
alcalina con una posterior incineracion del material insoluble para que por diferencia

se calcule el contenido de hidratos de carbono no-degradables.

5.3.5.2 Material y reactivos

& Vasos de Berzelius de 600 mL KIMAX
& Aparato de digestion LABCONCO
& Estufa de vacio LAB-LINE, mod. 3620

& Mufla THERMOLYNE, mod. 1500
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&= Crisoles de porcelana

& Buchner con embudos con filtro de lino
& Solucion de H,SO4 al 1.25 % (m/v)

& Solucion de NaOH al 1.25% (m/v)

& Antiespumante (emulsion SIGMA-B)
& Alcohol etilico

& Silicato de aluminio

5.3.5.3 Procedimiento

Se pesan de 3-5 g de muestra desengrasada sobre un vaso de Berzelius que
contenga 0.5 g de silicato de aluminio y unas perlas de vidrio. A continuacion se le
adiciona 200 mL de HySO4 al 1.25 % (m/v) que esté hirviendo, y unas gotas de
antiespumante e inmediatamente se coloca en el aparato de digestion, el cual debe
estar previamente caliente; se deja digerir por espacio de 30 minutos exactos.
Después de dicho periodo se vacia el contenido sobre un Buchner que contenga
filtro de lino y se realiza la filtracion con ayuda de vacio; se lava el residuo con agua
destilada caliente, hasta eliminar el acido (aprox. 500 mL). Una vez lavado el residuo
se transfiere nuevamente al vaso de Berzelius, se le adiciona unas gotas de
antiespumante y 200 mL de NaOH al 1.25 % (m/v) que este hirviendo y se mantiene
en el aparato de digestion por exactamente 30 minutos. Transcurrido este tiempo se
vacia nuevamente al filtro de lino y se filtra, lavando el residuo con agua caliente

(aprox. 500 mL), hasta eliminar el alcali y también quitar las perlas de vidrio
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lavandolas con agua para recuperar el material adherido. Por ultimo se le adiciona al

residuo 25 mL de alcohol etilico.

El residuo se pasa a un crisol de porcelana (a peso constante) cuidando de
pasarlo en forma cuantitativa, se coloca en la estufa de vacio para su secado (aprox.
4-8 horas) y después se pesa. A continuacion se carboniza y se introduce en mufla

para su incineracion, hasta peso constante.

5.3.5.4 Calculos

Ya que se requiere trabajar con muestras previamente desengrasadas, es
recomendable usar la muestra a la que se le determino humedad y grasa; por lo cual
el peso de la muestra, sera el referido al peso inicial previo de las anteriores

determinaciones.

% Fibra=Ps - Pc x 100
m

Donde:

Ps = peso del crisol con residuo después de secado (en gramos)

Pc = peso del crisol con residuo después de calcinado (en gramos)

m = peso de la muestra (en gramos)
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5.4 Pruebas de Ildentificacidon y cuantificacion de factores

toxicos

5.4.1 Determinacion Semi-Cuantitativa de Alcaloides *°

El método esta basado en la comparacién de la cantidad de precipitado obtenido
con 7 diferentes reactivos para alcaloides. ElI material seco y desengrasado de la
planta se extrae con metanol. Una solucion acuosa de la porcion soluble en acido
del extracto con metanol pasa hacer basica con amoniaco y sujeto a extraccion
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 DRAGENDORFF (nitrato de bismuto y yoduro de potasio).
4) Reactivo de SONNENSCHEIN (acido fosfomolibdénico).

5) Reactivo de HAGER (acido picrico).

6) Reactivo de SCHEIBLER (acido fosfotungstico).

7) Reactivo de ACIDO SILICOTUGSTENICO.

El precipitado formado con los reactivos para alcaloides varia en cantidad con los
diferentes alcaloides; en consecuencia, una estimacién de la concentracion 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

esta basado en la comparacion de la cantidad de precipitado obtenido con los 7
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diferentes reactivos de alcaloides, comparando con los precipitados obtenidos con

una solucion de estricnina de concentracion conocida.

QG QR GG G S G G G G G

5.4.1.1 Material y reactivos.

Embudo de separacion de 125 mL.

Parrilla de agitacion CORNING Mod. PC-351
Estufa de vacio marca LAB-LINE INSTRUMENTS.
Papel filtro Whatman # 1.

Rotovapor marca BUCHI Mod. R.

Acido nitrico (30 % 6 &= 1.180)

Acido Clorhidrico (1%)

Acido silicotgstico (4H,0-S02-12W0,-22H,0).
Metanol.

Amoniaco concentrado (aprox. 25%).
Cloroformo.

Etanol.

Sulfato de sodio anhidro.

Estricnina.

Reactivo de MAYER (1).

Reactivo de WAGNER (2).

Reactivo de DRAGENDORFF (3).

Reactivo de SONNENSCHEIN (4).

Reactivo de HAGER (5).

Reactivo de SCHEIBLER (6).

Reactivo de ACIDO SILICOTUGSTENICO (7).

(1) Se disuelven 1.36 g de HgCl, en 60 mL de agua y 5.0 g de Kl 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 solucion se afora a 100 mL con agua destilada.

(3) Se disuelven 8.0 g de nitrito de bismuto pentahidratado en 20 mL de

acido nitrico (& = 1.186 al 30%) y 27.2 g de Kl en 50 mL de agua. Se mezclan
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las dos soluciones y se dejan reposar 24 h. Se decanta la solucion y se afora

con agua a 100 mL.

(4) A 100 mL de una solucion caliente de molibdato de amonio
(43g/100mL), adicionar 100 mL de una solucién caliente de fosfato de sodio
dibasico anhidro (10g/100mL); a esta solucién clara adicionar 10 mL de acido
nitrico concentrado; al precipitado amarillo que se formdé 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 suspension
caliente adicionar 100 mL de la solucion de carbonato de sodio anhidro caliente
(28g/100mL). Una solucion clara debe formarse, y esta solucion es evaporada en
capsula a sequedad; flamear la superficie del polvo con un mechero Bunsen
hasta encenderse para evaporar las sales de amonio. Pesar el polvo, y debe ser
aprox. 30 g. Disolver el polvo con 200 mL de agua destilada hasta llevar a un

aforo de 300 mL; resultando una solucién clara amarilla de acido fosfomolibdico.

(5) Preparar una solucion acuosa saturada de acido picrico (2.0 g / 100

mL).

(6) Se disuelven en 50 mL de agua 10 g de tungstato de sodioy 7 g de

fosfato disodico. La solucidn se acidula con acido nitrico.

(7) Se disuelven 5 g de acido silicotugstico en el acido sulfurico (6N)

necesario para formar 100 mL de solucién.
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5.4.1.2 Procedimiento

Pesar de 2 a 4 g de muestra seca y molida (la muestra debe ser secada por
debajo de los 50°C) manteniéndola toda la noche con 40 mL de metanol; a
continuacién calentar durante 4 horas a 50°C (agitando interrumpidamente). La
mezcla es entonces filtrada, y el residuo es lavado con 20 mL de metanol 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 HCI al 1%; la mezcla es agitada y
filtrada; para lavar el residuo se usan 8 mL de HCI al 1%, se combinan los extractos
filtrados y se hace basico con amoniaco concentrado (aproximadamente al 25%). Se

extrae con 3 porciones de 20 mL de cloroformo cada una, dando la fraccion “A”.

A la solucion acuosa residual de la anterior extraccion, se procede a extraerla
con una mezcla de cloroformo-etanol (3:2 v/v), con 3 porciones de 20 mL cada una,

con lo cual se obtiene la fraccion “B”.

Las fases organicas son lavadas con 5 mL de solucion 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 1.5 mL de HCl al 1% y 1.5 mL de cloroformo, se agita
vigorosamente y la fase acuosa de cada fraccion es pipeteada vy filtrada a través de
algodon y dividida en 7 porciones; estas alicuotas son ensayadas con los siguientes
7 reactivos de alcaloides, cabe mencionar que todas son para soluciones

aciduladas.
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1) Reactivo de MAYER: El reactivo solo debe afadirse a soluciones
previamente aciduladas con HCI 6 H,SO,4 diluidos. La solucién no debe
contener acido aceético o etanol, porque disuelven el precipitado. Sdélo
deben agregarse unas cuantas gotas de reactivo porque algunos
alcaloides son insolubles en exceso de reactivo.

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

3) Reactivo de DRAGENDORFF: Se usa sobre soluciones aciduladas. Se
puede recoger el precipitado anaranjado-marron, liberar los alcaloides con
solucion de carbonato de sodio y extraerse con éter etilico o un disolvente
similar.

4) Reactivo de SONNENSCHEIN: Los alcaloides y sales de amonio dan
precipitados amarillos. Se pueden recuperar los alcaloides disolviendo en
amoniaco.

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

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

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

precipitado blanco-grisaceo.

Resulta frecuente obtener reacciones falsas-positivas con los reactivos para

alcaloides, motivo por el cual solo se considera como positiva la presencia de ellos
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cuando cualquiera de las dos fracciones (A y B) da reaccién positiva con los siete

reactivos anteriormente enumerados.

El reactivo de HAGER (acido picrico) presenta una baja sensibilidad, de modo
que cuando da una reaccion negativa y todas las demas dan reaccién positiva, este
resultado se puede descartar, considerando positiva la presencia de alcaloides en la

muestra.

Esta prueba puede ser empleada de forma semi-cuantitativa comparando

los precipitados formados con soluciones de estricnina de concentracién conocida.

5.4.2 Determinacion de glucésidos cianogénicos *'

5.4.2.1 Fundamento

Este método aprovecha la reaccién sensible y especifica de Guignard, la cual
es ampliamente utilizada en pruebas cualitativas para la deteccion tanto de

glucdsidos cianogénicos como del propio HCN.

Para poder cuantificar el HCN total que potencialmente puede ser liberado se
hace uso de una hidrolisis enzimatica (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 ug de HCN, equivalentes

a 46 mg de glucdsidos cianogénicos referidos como linamarina.
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5.4.2.2 Material y reactivos

Potenciometro, CORNING, pH meter 430.

Incubadora marca BLUE-M.

Congelador comercial.

Espectrofotometro, SEQUOIA-TURNER, mod 340.

Bafio de agua con agitacion marca LAB-LINE INSTRUMENTS.
Tubos de cultivo con tapon de rosca PIREX # 9825.
Micro-molino marca TECATOR, mod CICLO-TEC.

Papel indicador de HCN (a).

Solucién de B-glucosidasa con activador (b).

Solucion de KCN equivalente a 100 ug HCN/mL (KCN 24.1 mg/100mL).
Buffer de fosfatos pH 7 (c).

HCI 0.5 N.

Solucion de picrato de sodio alcalinizada (d).

(a)Papel Whatman del # 2 se cortan tiras bien medidas de 2x10cm y se
remoja en una solucion de picrato de sodio (d), se deja escurrir y se coloca
en una estufa a secar a una temperatura de 55-60°C por espacio de 30 min.

(b)0.25 g de B-glucosidasa (250 mg) se disuelven con buffer de fosfatos
pH 7 (c) teniendo la precaucion de agitar suavemente (de lo contrario se
formara espuma) una vez disuelta la enzima se le adiciona 1.7 g de NaNOs,
el cual actua como activador de dicha enzima; todo lo anterior se lleva a un
volumen de 250 mL con el mismo buffer para obtener una concentraciéon de 1
mg de B-glucosidasa / mL y 0.08 M de NaNOs.

(c)Se preparan las siguientes soluciones:

1. Solucién de fosfato de sodio monobasico 0.2 M (27.8 gen 1L).

2. Solucion de fosfato de sodio dibasico 0.2 M (53.65 g de

Na;HPO4e7H,0 6 71.7 g de NapHPO4e12H,0 en 1 L). Mezclar 39 mL

de Ay 61 mL de By aforarlo a 200 mL. Ajustar el pH a 7.0.
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(d)Se disuelven en agua destilada 2.5 g de acido picrico y a continuacion
12.5 g de carbonato de sodio, llevandose a un volumen de 500 mL con agua

destilada.

5.4.2.3 Procedimiento

Curva estandar: se realiz6 como se indica en el siguiente cuadro, se us6 una
solucion de cianuro de potasio cuya concentracion equivale a 100 ug HCN/mL.
Ademas con el fin de simular la interaccion muestra-HCN liberada, se introduce
como matriz alimenticia la fécula de maiz comercial. La curva estandar va de 5-60
ug de HCN ya que fue el rango 6ptimo encontrado en la respuesta concentracion de

HCN vs. D.O. (r = 0.99) en donde se cumple la ley de Lambert-Beer.

5.4.2.3.1 Curva estandar de HCN.

Solucion Matriz Buffer pH 7 HCI 0.5 N | Concentracion
estandar | alimenticia (mL) (en frio) | de HCN (ug)

(mL) (mg) (mL)

0.00 500 5 4 horas a 1 BLANCO

40°C

0.05 500 5 1 5

0.1 500 5 1 10

0.2 500 5 1 20

0.4 500 5 1 40

0.6 500 5 1 60

Preparacién de la muestra: Es necesario partir del material integro; se

sometid a una molienda fina e inmediatamente se pasa a un frasco que cierre
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perfectamente y si no se va a realizar en ese momento la determinacion se procede

a colocar la muestra ya molida en el congelador.

Liberacion del HCN de la muestra: se coloco en un tubo de cultivo Pirex  #
9826 de 20-500 mg de muestra, dependiendo de su contenido aproximado de
glucdsidos cianogeénicos (cuando no se tiene informacion se coloca la cantidad
maxima de 500 mg); a continuacion se adicionan 5 mL de solucion de B-glucosidasa
(1 mg de B-glucosidasa / mL y 0.08 M de NaNOs fria) se homogeneiza y se procede
a colocar la tira de papel indicador humedecida (aproximadamente con 8 gotas de
agua) en la boca del tubo y se cierra herméticamente con un tapén de rosca.

Cuidando que la tira no gotee y no entre en contacto con la muestra.

Una vez que se tiene el anterior dispositivo se coloca en un bafio maria a una
temperatura de 40+1°C y con una velocidad de agitacion 30 r.p.m., transcurrido el
tiempo se coloco en el congelador por 30 min., se saca el tubo y se destapa y se
adiciona 1 mL de HCI 0.5 N (frio); hay que hacer notar que si se usan los tapones
adecuados, la tira de papel indicador quedara adherida a dicho tapén y no se

presentaran problemas de manipulacién en este paso.

Una vez adicionado el HCI, se tapé y se homogeneizé teniendo la precaucion
de que el liquido no toque el papel indicador y se colocé nuevamente en la
incubadora por espacio de 15 min. a la temperatura de 60°C. Transcurrido el tiempo
se saca de la incubadora y se puede realizar visualmente la deteccion cualitativa, ya
que aquellos tubos que no muestren ni siquiera ligera coloracion café-rojiza en el

papel indicador, se consideran negativos; en tanto que aquellos que si muestren
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aunque sea ligero color se consideran positivos, y se procede a su deteccion

cuantitativa.

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

indicador en el agua.

Después de extraer el pigmento (aproximadamente de 2-5min.) se recupera
el disolvente (agua), eliminando los residuos del papel por una simple filtracion

(utilizando papel de filtracion rapida).

La solucion filtrada se coloca en la fotocelda para su lectura en el
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 520 nm, previamente ajustado a 100%
de transmitancia con el blanco correspondiente (todos los reactivos excepto la

muestra).

5.4.2.3.2 Curva estandar para obtener HCN por interpolacion.

Al tener la curva estandar, en donde se encuentra relacionado el contenido de
HCN vs. Absorbancia, se interpola el valor obtenido de absorbancia y de acuerdo a
la ecuacion de regresion lineal, se obtiene el valor correspondiente de HCN (X) y al
sustituir esta cantidad en la siguiente formula para obtener los mg HCN/g de la

muestra.
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X x 100 = mg HCN/100 g de muestra

Donde:
X =g de HCN.

m = mg de muestra.

543 Determinacién de hemaglutininas (prueba

semicuantitativa)*?

5.4.3.1 Fundamento

La deteccion de hemaglutininas o lectinas se basa en la observacion de la
aglutinacion de globulos 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 estimacion visual de la aglutinacion de los glébulos
rojos los cuales son lavados y activados con una solucion de proteasa (pronasa), lo

cual aumenta la sensibilidad de la aglutinacion.

5.4.3.2 Material y reactivos

Parrilla multiple con agitacion marca THERMOLYNE mod.4.

Centrifuga marca DINAC.

Tubos de centrifuga de 15 mL con graduacion.

Incubadora marca BLUE-M.

Espectrofotometro marca SEQUOIA-TURNER mod.340.

Adg\ptador para celdas de 10x75 mm (acondicionado a una abertura de 1
cm®).

Microtiter kit (Cook Eng-Alexander Virginia USA).

EOE S S G
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Filtro de vidrio con fibra de vidrio.

Sangre de hamster desfibrinada y lavada.

Solucion anticoagulante. (a)

Solucioén salina al 1.0%.

Solucion salina al 0.9%.

Solucion de pronasa de E. de streptomyces griseus (SIGMA P-5147) al 0.2%
en solucién salina.

E I G

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

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

Sol. Heparina: sangre = 15-20 Ul: 1 mL sangre

Sin embargo, si la sangre no se va a trabajar de inmediato, y se
desea conservar en refrigeracién por unos dias, lo mas conveniente e usar
como solucion anticoagulante, la solucion ELSEVER, en la siguiente

proporcion 1:1 sangre fresca.

b) en términos generales se usa pronasa al 0.2 % en solucién salina,

para el proceso de sensibilizacion; cuando se trabaja con sangre de hamster.

5.4.3.3 Procedimiento

(a). Preparacion del extracto.

Se requiere 1g de muestra finamente molida y desengrasada, la cual se
suspendido en 10 mL de solucién salina al 1%, y se efectuo una extraccién con

agitaciéon mecanica durante 2 hrs a 300 r.p.m. a temperatura ambiente.
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Después de este tiempo se centrifuga el extracto a 1400 r.p.m. durante 15 min.
Para eliminar el residuo insoluble; el sobrenadante se filtrd a través del filtré de fibra

de vidrio y se aforo al volumen inicial con NaCl 1%.

(b). Preparacion de la sangre.

Una vez que se sangra al animal (Hamster), la sangre se coloca en un matraz
pequefio que contenga solucién anticoagulante, agitar suavemente para la completa
homogenizacion de la sangre con la solucién anticoagulante. La sangre con
anticoagulante se trasvasa a tubos de centrifuga para lavarla (3 veces) con solucion

salina al 0.9%, la relacion sangre: solucion salina es aproximadamente 1:5.

Se centrifuga a 1500 r.p.m. durante 10 min. Después del ultimo lavado, se mide
en el tubo de centrifuga, la cantidad de paquete de eritrocitos y se diluyen al 4%
para lo cual se agregan por cada 1.0 mL de glébulos rojos 24 mL de solucion salina

al 0.9%.

(c). Sensibilizacién de los glébulos rojos.

A cada 10 mL de suspension de globulos rojos al 4% agregarles 1 mL de

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

Después del tiempo estipulado, centrifugar para eliminar la enzima

sobrenadante, dando ademas 3 lavados con solucion salina al 0.9%.
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Después del ultimo lavado resuspender el paquete de globulos rojos al 4%, por
lo cual cada 1.0 mL de paquete de eritrocitos se le adiciona 24 mL de solucién

salina al 0.9%.

Nota: Cuando se observa que la sangre tiene algunos coagulos (aunque sean
pequefios), es necesario filtrar esta suspension, para lo cual se puede hacer a
través de un pequefio trozo de gasa, colocando dentro de un embudo de cuello

corto.

(d). Ajuste de la suspension de glébulos rojos.

Se toma 0.1 mL de la suspension de glébulos rojos ya sensibilizados y se
agregan 4.9 mL de solucién salina al 0.9%. Se lee en el espectrofotometro a 620
nm, usando un adaptador de celdas que permite el paso de solo 1 cm? de luz y

como blanco solucion salina al 0.9%.

La lectura que se debe obtener sera de 24-29% de transmitancia en caso
contrario se realizara la dilucion necesaria para que la suspensién de glébulos

quede dentro de dicho rango.
(e). Microtitulacion.
En las placas de microtitulacién con fondo tipo “V” se colocaron en cada pozo de

cada hilera 50 pL de solucion salina al 0.9% con el pipetero de gota evitando tocar

las paredes del pozo.
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En seguida, se llené el microdilutor con 50 yL del extracto y se procedi6 a

realizar 24 diluciones sucesivas en forma de culebra (ocupando dos hileras).

Finalmente en cada pozo se colocaron 50 uL de la suspension de eritrocitos
sensibilizada y ajustada. Las placas se rotaron en forma circular y horizontal y se

introdujeron en una incubadora a 37°C por una hora.

Nota: es recomendable verificar que el volumen que se esta tomando en el

microdilutor, sea el requerido. Por lo que se realiza primero en una placa de prueba.

(f). Lectura.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se coloca la placa sobre el
dispositivo de lectura, se observa a través del espejo el fondo de los pozos de cada

una de las hileras de prueba.

Aglutinacion negativa: se observo la formacion de un punto rojo que indica

sedimentacion de los glébulos rojos.

Aglutinacion positiva: se observo turbidez rojiza en el pozo, indicando la micro
aglutinacion de la sangre. (Pequefios conglomerados de eritrocitos que se

mantienen en suspension).

Se reporta el titulo de la determinacion que corresponde al pozo de la maxima

dilucion que presenta prueba positiva de aglutinacion.
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5.5

anti

Pruebas de Identificacion y cuantificacion de factores

nutricionales

5.5.1 Determinacién de acido fitico ** 3

5.5.1.1 Fundamento

Este método emplea una columna de intercambio iénico, con el fin de

purificar los extractos del acido fitico, eliminando las fracciones menores de fosfatos

de inositol, permitiendo una cuantificacion real del acido fitico. A su vez, la

determinacién colorimétrica se basa en la medida de la disminucion de la

absorbancia del complejo FeCls-acido sulfosalicilico (Reactivo de Wade) debido al

enlace del Fe(lll) con el &cido fitico.

L G G G S

5.5.1.2 Material y reactivos

Resina de intercambio aniénico Dowex AG1 X8 (200-400 mesh, Bio Rad No.
de catalogo 140-1451)

Centrifuga CLAY-ADAMS, DynacTM.

Agitador mecanico tipo vortex LAB-LINE mod. 1192.

Tubos para centrifuga de 15 mL.

Vaso de precipitado de 50 mL.

Espectrofotometro SEQUOIA-TURNER mod. 340.

HCI 2.4% o0 0.65 N.

Jeringas de 3 mL (Plastipak)

NaClcon 0.7N,0.1Ny 1N

Solucién estandar, preparar una solucion concentrada de acido fitico que
contenga 1000 pg acido fitico/mL: pesar exactamente 0.080g de la sal de
fitato de sodio, la cual tiene una pureza del 94% y humedad del 8.3 % (Sigma
Co. P-3168) y aforar con agua desionizada hasta un volumen de 50 mL.
Reactivo de Wade (0.03 g de FeCl36H,0 (Sigma Co. F-2877) + 0.3 g acido
sulfosalicilico (Sigma Co. S-0640) y disolverlos en agua desionizada hasta un
volumen de 100 mL). El reactivo debe ser preparado en el momento de hacer
la determinacion espectrofotométrica, y una vez adicionado a las muestras
debe leerse en menos de 30 minutos.
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5.5.1.3 Procedimiento

Extraccion del acido fitico.

Pesar 1 g de alimento el cual debe contener menos de 5% de grasa), se
coloca dentro de un vaso de precipitado de 50 mL y se le adiciona 20 mL de HCI 2.4
% (0.65 N), el pH de la mezcla debe ser menor o igual a 1, con el fin de disociar al
fitato de complejos con minerales y proteinas. Se somete a agitacion vigorosa
durante 2 hrs. a temperatura ambiente y el extracto obtenido se transfiere
cuantitativamente a unos tubos para centrifugarlos a 17,300 g (12000 r.p.m.) a

temperatura ambiente, una vez transcurrido este tiempo se colecta el sobrenadante.

Preparacion de columnas de intercambio idnico.

Pesar aproximadamente 0.5 g de resina de intercambio anionico Dowex AG1
X8 (200-400 mesh, Bio Rad No. de catalogo 140-1451) e hidratarla con 0.6 mL de
agua desionizada. Al mismo tiempo preparar las “columnas” utilizando jeringas de 3
mL (Plastipak) e introduciéndole en el fondo de la misma un tapdn de fibra de vidrio
(cuidando de no poner en exceso) y colocarla sobre un soporte. Agregarle a la
columna la resina hidratada cuidando que quede asentada uniformemente. Una vez
que la resina esté bien empacada en la columna adicionarle 15 mL de NaCl 0.7 N y
posteriormente lavar con 30 mL de agua desionizada cuidando de dejar liquido
suficiente (aproximadamente 0.5 cm de altura arriba de la resina empacada) para

gue no se seque la resina y quede lista para usarse.

Purificacion por columna de intercambio idnico:
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Se toma una alicuota de los sobrenadantes colectados y se diluye
con agua desionizada para disminuir la concentracion total del anion. Se
recomienda la dilucion de 1:25 para alimentos que contengan 1% o mas de
acido fitico, la dilucién de 5:25 en caso de contener menos. Para obtener
mejores recuperaciones el pH de la alicuota diluida se ajusta a 6 (superior al
punto isoeléctrico de las proteinas) con NaOH 1 N. Lavar la columna con 15
mL de NaCl 0.1 N (para eliminar el fosforo inorganico y fracciones menores
de inositol) y desechar el agua de lavado. Eluir el fitato con 15 mL de NaCl

0.7 N y colectar el extracto purificado.

Determinacion espectrofotométrica.

Se toman 3 mL de agua desionizada (usada como blanco), o 3 mL de los
estandares (soluciones de fitato de sodio conteniendo de 5 a 50 pg/mL en agua

desionizada) preparados de la siguiente forma:

mL solucion Aforar con agua Concentracion final
concentrada (1000 g desionizada hasta
acido fitico / mL) (ug acido fitico / mL)
0.125 5
0.250 10
0.500 25 mL 20
0.750 30
1.000 40
1.250 50
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Y los extractos purificados a través de la columna, los cuales fueron
previamente ajustados a pH 3 y se les adicionan 1 mL de reactivo de Wade (0.03%
de FeCls6H2,0O + 0.3% acido sulfosalicilico en agua desionizada) se somete a

agitacion en un vortex por 5 seg. y se lee la absorbancia a 500 nm.

Se utiliza una celda con agua desionizada para calibrar el espectrofotometro
en cero, se lee la absorbancia del blanco, las muestras problema y los estandares,
cada una de estas se le resta por separado el blanco para asi obtener la
absorbancia corregida respectiva. Realizar la curva patron, regresion lineal,
interpolar los datos y obtener la concentracidon de acido fitico presente en las

muestras.

5.5.1.4 Ejemplo de calculos

Valores que se toman en cuenta de una muestra: fibra de trigo con acido

fitico All Bran®

Peso de la muestra: 1.0088g, volumen de HCI para extracciéon 20 mL,
dilucion empleada 1 mL / 25 mL, factor: 10 mL / 15 mL 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 0.7 N que lo eluye.
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5.5.1.4.1 Datos de la curva patrén

Mg acido fitico / mL Absorbancia promedio ® | Absorbancia corregida b
5 0.481 0.029
10 0.456 0.054
20 0.399 0.111
30 0.335 0.175
40 0.267 0.243
50 0.198 0.312

2 promedio de tres lecturas.
® absorbancia corregida = absorbancia del blanco — absorbancia experimental
absorbancia del blanco = 0.510

Se elabora una curva patron con los datos de absorbancia contra
concentracion de los estandares (5-50 ug acido fitico / mL), calculando la regresion

lineal y obteniendo la ecuacién delarecta: y=mx+b

Para que con estos datos se puedan interpolar el valor de absorbancia
obtenido para cada problema, y asi conocer el valor correspondiente de

concentracion.

Regresion lineal

Ordenada al origen = -5.701 e-3
Pendiente = 6.218 e-3

Coeficiente de correlacion = 0.9988

Para la muestra absorbancia: 0.359 absorbancia corregida = 0.151
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Absorbancia corregida = absorbancia del blanco — absorbancia experimental

Por interpolacién en la curva patron: 25.198 ug acido fitico / mL

Calculo: 1.0088g x 1 mL x10 mL =1.3450 e-3 g de polvo / mL

20 mL 25mL 15 mL
1.3450 e-3 g polvo ------------ 100 %

25.198 e-6 g ac. Fitico -------- x = 1.8734 % de acido fitico

5.5.2 Determinacion de inhibidores de tripsina *

5.5.2.1 Fundamento

Se basa en la inhibicion producida por un extracto acuoso (solucion de NaOH

0.01N), de la muestra sobre una solucion estandar de tripsina.

El extracto se pone en contacto con una solucion estandarizada de tripsina
(20 pg/mL) y después de cierto tiempo se determina la actividad proteolitica
remanente, por medio de un sustrato sintético (BAPNA), el cual producira
coloracion, al ser hidrolizado por la enzima, la cual se lee en el espectrofotometro a
una longitud de onda de 410 nm, donde la coloracién es inversamente proporcional

al contenido de inhibidores de la muestra.
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La reaccion antes mencionada es la siguiente:

tripsina

Benzoil-arginina-p-nitroanilida gapna — benzoil-arginina + p- nitroanilina

L G G G S S

£

pH 8.2/37°C (amatrillo)

5.5.2.2 Material y reactivos

Potenciometro CORNING mod. 430.

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

Bafio regulador de temperatura GRANT mod. LR 22493.

Espectrofotometro SEQUOIA-TURNER mod. 340.

Papel filtro Whatman #1.

NAOH 0.01 N.

HCI 0.001 N.

Hidroximetil-amino-metano (TRIS).

Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida-HCI (BAPNA).

Solucion amortiguadora para TRIS (P. M. 121.14) pH 8.2/0.05 M (6.05g de
TRIS y 2.94g de CaCl,e2H,0 se disuelven en 900 mL de agua destilada, se
ajusta el pH a 8.2 y se afora a 1L).

Solucién a-N benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) (100mg de BAPNA se
disuelven en 2.5 mL de dimetil-sulféxido y se diluye a 250 mL con
amortiguador TRIS previamente calentado a 37°C). PREPARADA EL MISMO
DIA'Y CUANDO ESTE EN USO DEBE MANTENERSE A 37°C.

Solucién estandar de tripsina 20 ug/mL (pesar con mucha exactitud 4 mg de
tripsina bovina SIGMA # T-8253 y se disuelven en 200 mL de HCI 0.001 N).
Debe ser almacenada en refrigeraciéon donde puede durar de 2-3 semanas
sin pérdida apreciable de actividad.

Acido acético al 30%. (30 mL de &cido acético en 100 mL de agua
desionizada).

5.5.2.3 Procedimiento

a) Preparacioén del extracto.

Se pesa 1 g de muestra finamente molida y desengrasada y se le adiciona 45 mL

de NaOH 0.01N, se ajusta el pH de ésta suspension a 9.6+0.2 y se afora con NaOH

0.01N a 50 mL. Se transfiere a un vaso de precipitados y se agita la suspension
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mecanicamente por espacio de 2 72 hrs. Después de dicho tiempo se deja 'z hr en
reposo, y por simple decantacion se obtiene el sobrenadante eliminando el residuo

insoluble.

El sobrenadante se diluye hasta el punto de que 1 mL produzca una inhibicion de
40-60 % (esto es indispensable para reducir la desviacidn estandar relativa).

b) Determinacién de la actividad.

A continuacion en el cuadro siguiente se observa como se trabajo una serie de

tubos para determinar la actividad inhibitoria de la muestra

CLAV | EXTRA | AGU | TRIPSI ACIDO BAPN ACIDO
E CTO A NA (ML) | ACETI A (ML) ACETI
(ML) (ML) | A37°C CcO A (o]0
30% 37°C 30%
ML ML
B1 1.8 0.2 2.0 1 Bafo a 5 Bafo a -
1 1.8 0.2 2.0 -- 5 1
B2 1.4 0.6 2.0 1 37°C 5 37°C -
2 1.4 0.6 2.0 -- 5 1
B3 1.0 1.0 2.0 1 10min. | 5 | 10 min. -
3 1.0 1.0 2.0 -- 5 1
B4 0.6 1.4 20 1 Exactos 5 Exactos _
4 0.6 1.4 2.0 -- 5 1
B5 0 2.0 2.0 1 5 --
5 0 2.0 2.0 -- 5 1
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Mezclar perfectamente el contenido de los tubos después de cada adicion.

La reaccion enzimatica se detiene por la adicién del acido acético al 30%; si
se enturbia o forma un precipitado, se filtra el contenido a través de papel filtro

Whatman # 1, o es centrifugado por 15 min.

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

dilucion.

5.5.2.4 Calculos para determinar los inhibidores de tripsina

Una unidad de tripsina (U.T.) es arbitrariamente definida como un incremento
de 0.01 unidades de absorbancia a 410 nm por 10 mL de mezcla de reaccion
descritas por Kakadé y colaboradores. La actividad de los inhibidores de tripsina se
expresa en términos de Unidades de Tripsina Inhibida (U.T.l.) la lectura de
absorbancia (A), puede ser transformada directamente en unidades de tripsina:

U.T.=Ax100

Ya que se tiene una serie de diluciones, se tendran a su vez una serie de
valores de U.T., es conveniente determinar el % de inhibicion para lo cual se toma
como referencia el tubo 3 que es el que contiene 1 mL de extracto. Si el % de
inhibicion no cae dentro del rango de 40 al 60% de inhibicion es necesario hacer un

ajuste del extracto para que cumpla este requisito.
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% Inhibicion=R_- A3  x 100
R

Donde:

R = U.T. de la referencia (tubo con 0.0 mL de extracto).

A3z = U.T.l. del tubo 3 (tubo con 1.0 mL de extracto).

Para obtener los valores correspondientes de U.T.l. se restan los valores de
U.T. al dato de referencia y posteriormente se puede calcular el valor de U.T.I./mL

de cada una de las alicuotas.

UT.I =R - UT.

Donde:

R = valor de unidades de tripsina de la referencia.

U.T. = Unidad de Tripsina de cada tubo de la muestra analizada.

Cuando se grafica la actividad enzimatica inhibitoria (U.T.l./mL) vs. mL de
extracto de prueba, se observa una correlacion lineal negativa de donde se puede

obtener el valor extrapolado que corresponde al valor cero de la solucion inhibitoria.

N

B (valor extrapolado)
Tripsina

Inhibida

(U.T.I/mL)

Figura a. Grafica U.T.l./mL vs. mL de extracto
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Este valor extrapolado, es el mas cercano a la actividad inhibitoria real o

verdadera (si se refiere uno al inhibidor de soya del tipo Kunitz).

Si la correlacién lineal no es satisfactoria (r < 0.9), se puede trabajar con un

valor promedio de la serie de alicuotas y reportar en U.T.l./mL.
U.T.I./mL = UTI/ mL de extracto.

Es conveniente reportar en unidades de tripsina inhibida con respecto a 1 mg

de muestra:

U.T../.mgdemuestra=B x F x N
Donde:

B = valor extrapolado o promedio en U.T.l./ mL.

F = Factor de dilucién, el cual depende de la(s) dilucidn(es) realizada(s).

Cuando se tiene el extracto directo F = 1.

N = concentracion de la muestra mL / mg de muestra.

5.5.3 Determinacién del contenido de taninos (Método ISO

9648: 1988 (E)) *
5.5.3.1 Fundamento

Se basa en la reduccidn del ién férrico, debido a los polifenoles con la posterior

formacién de un complejo colorido en condiciones aleatorias cuantificado
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espectrofotométricamente a una longitud de onda 525 nm. Este método no es

especifico para un solo tipo de polifenoles.

O G S S

£

5.5.3.2 Material y reactivos

Centrifuga CLAY-ADAMS, Dynac™.

Tubos para centrifuga de 15 mL.

Vasos de precipitado de 50 mL.

Agitador mecanico tipo Vortex LAB-LINE mod. 1192.

Bafio de temperatura controlada GRANT mod. LR-22493

Espectrofotometro SEQUOIA-TURNER mod. 340.

Solucion estandar de acido tanico (0.2g de acido tanico en 100 mL de agua
desionizada, proteger de la luz. La solucién sélo se puede almacenar por una
semana).

Amoniaco 8 g/L de NH3 (de un reactivo de hidréxido de amonio con 28-30%
de NH3 y una densidad de 0.896 g/L se deben medir 3.1 mL de hidroxido de
amonio y llevar a 100 mL con agua desionizada).

Dimetilformamida al 75% v/v (DMF) (colocamos 75 mL de dimetilformamida
en un matraz aforado de 100 mL. Diluir con agua destilada; permitir que la
solucion llegue a temperatura ambiente y después llevar al aforo. Precaucion
la dimetilformamida puede ser peligrosa para la salud cuando se inhala o
hace contacto con la piel. También es irritante para los 0jos).

Soluciéon de Citrato férrico amoniacal (3.5 g/L). (preparar 24hr antes de
usarse 0.35g de citrato férrico amoniacal aforados en 100 mL de agua
desionizada. El reactivo debe tener entre 17 y 20 % de hierro (m/m)).

5.5.3.3 Procedimiento

Se pesa alrededor de 1 g de muestra finamente molida y desengrasada y

en un vaso de precipitado se agrego 25 mL de DMF y se coloco el agitador

magneético, se agito durante 1 hora. Transferir cuantitativamente a un matraz

volumétrico de 25 mL, enjuagado con 3 mL de la solucion de DMF y se llevo a la

marca de aforo con este reactivo.
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Se transfirio al tubo de centrifuga y se procedié a una centrifugacién por 10 min.
a 2700 r.p.m. y luego se decanta el sobrenadante y se homogeneizo. Cada lectura
se realiza a 525 nm. Se toma tres alicuotas del extracto y se trabaja de la siguiente
manera:

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

b) Se adiciono 5 mL de agua desionizada y al blanco 6 mL, se agito con el
vortex, enseguida se agrego 1 mL de citrato férrico de amoniacal y agito
nuevamente, por ultimo se adiciono 1 mL de amoniaco con excepcion del
blanco.

c) Se incubo durante 10 min. a 30+1°C y se realizo la lectura a 525 nm en el

espectrofotdmetro.

Medicion del contenido de taninos

Se preparan 8 matraces aforados de 25 mL y se les adicion6 respectivamente 0,

1,2,3,4,5,6,7mL de la solucion de acido tanico (2 mg/mL), y se llevaron hasta la

marca del aforo con dimetilformamida.

La escala de concentracién asi obtenida le corresponden los contenidos de

acido tanico de 0, 0.08, 0.16, 0.24, 0.32, 0.40, 0.48, 0.56 mg/mL respectivamente.

De cada uno de los matraces se midié 1 mL de solucién e introdujeron en un
tubo de ensaye. Se afiadio 5 mL de agua y 1 mL de citrato férrico amoniacal a cada

tubo; se agito unos segundos haciendo uso del vortex. Se anadié 1 mL de solucion
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de hidroxido de amonio a cada tubo, se agitd nuevamente con el vortex por unos
segundos. Después de 10 min. £ 1 min. se midié la absorbancia, a 525 nm,

ajustando el espectrofotdmetro con un blanco de agua.

Trazar una grafica de absorbancia contra concentracion de acido tanico
(expresado como mg/mL de acido tanico). Nota: la curva puede no pasar por el

origen sin embargo, no debera de ser corregida por el cero de la escala.

5.5.3.4 Calculos

El contenido de taninos, expresados como porcentaje de masa de acido

tanico en relacion a la materia seca es igual a:

C x Vol. Total x 100 = Acido Tanico mg / 100 gramos de muestra

m

Donde:

C = Concentracion de acido tanico, en mg/mL, de la solucién de prueba leida,

en la curva de calibracion.

Vol. Total = Volumen de extraccidon de la muestra en mL.

m = Peso, en gramos, de la porcion de la muestra.
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5.6 Determinacion de azucares (reductores directos y

totales)

5.6.1 Extracién de los azucares %°

5.6.1.1 Fundamento

El método se basa en la extraccion de la matriz alimentaria con etanol a
reflujo, en donde los vapores condensados arrastran los hidratos de carbono
solubles los cuales después pueden ser cuantificados por algun método
colorimétrico. En este caso se emple6 el método DNS (acido dinitro salicilico), el
cual a se basa en el aprovechamiento de las propiedades reductoras de los
azucares, donde los grupos nitro del DNS son reducidos a grupos amino por los
azucares reductores, apreciandose un cambio de coloracion que va del amarillo al
naranja. Dicha coloracion permite construir una curva patron en donde se aprecia

una respuesta proporcional al color producido en funcién de la concentracion.

Finalmente para la determinacion de azucares como reductores totales es
necesario llevar a cabo un proceso de hidrdlisis acida el cual nos permite conocer el
contenido de azucares totales que existen en la matriz. Dicha hidrdlisis libera
azucares que estan unidos por enlaces glucosidicos exponiendo el grupo carbonilo;

los cuales presentan propiedades reductoras para poder ser cuantificados.
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5.6.1.2 Material y reactivos

Matraz de bola de 250 mL Kimax.

Matraz aforado de 100 mL.

Parilla eléctrica con calentamiento y agitacion.

Refrigerante.

Mangueras.

Papel filtro Whatman # 40.

Bomba de recirculacion de agua (Little Grant pump. Mod. 1).
Rotavapor (Bluchi Mod. RE 111).

Bafio para rotavapor (Buchi Mod. 461 water bath).

Solucion de etanol al 80 %.

o O o0 O o o o o O ©

5.6.1.3 Procedimiento

En los matraces de bola se colocaron aproximadamente 2 g del residuo
desengrasado y molido. Se adicionaron 100 mL de la soluciéon de etanol al 80 %
(v/v), se coloco el refrigerante y se sometié a reflujo por un periodo de 2 horas y
media. Al término de este tiempo el extracto se dejo enfriar y se filtr6 a través del

papel Whatman.

Se eliminé el residuo y el extracto etandlico se colocé en un rotavapor a una
temperatura de 70 °C hasta la eliminaciéon del etanol sin llevar el residuo a
sequedad. El extracto sin etanol se aforo a 100 mL a partir del cual se realizé la

cuantificacién de azucares como reductores directos y totales por el método DNS.
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5.6.2 Cuantificacion de azucares (reductores directos) por el

método de DNS.

5.6.2.1 Material y reactivos

Tubos de ensayo.

Gradilla para tubos.

Espectrofotometro Sequoia-Turner mod. 340.

Balanza analitica Sartorius Analityc.

Celdas de vidrio para el espectrofotdmetro de 1 cm de paso de luz.
Bafo de agua hirviendo.

Solucion de NaOH al 1.4 % (1.4 g de NaOH se aforo a 100 mL con agua
destilada.

o Reactivo Acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). Disolver 10 g de DNS con 16 g
de NaOH y 300g de tartrato de sodio y potasio en un litro de agua
desionizada. Mantener la solucién en un frasco ambar y prepararla dos
dias antes de usarla. La solucion es estable por 6 meses a temperatura
ambiente.

o  Solucién estandar de glucosa 2 mg/mL (0.2 g de glucosa anhidra se
aforaron a 100 mL con agua desionizada). Debe utilizarse el mismo dia
de la preparacién o bien adicionar 1 mL de tolueno y almacenar en
refrigeracidon para su conservacion.

o o o O o O ¢

5.6.2.2 Procedimiento

Se tomo6 1 mL del extracto preparado y se colocaron en un tubo de ensaye,
se adicion6 1 mL de la solucion DNS y se colocaron en un bafo de agua hirviendo

por 5 min exactos.

Pasando este tiempo se sacan los tubos y se dejan enfriar para finalmente

diluir con 10 mL de agua desionizada. Asi mismo se corrié un blanco en donde se
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sustituyd 1 mL del extracto por 1 mL de agua destilada. Finalmente se ajusté con
este blanco el espectrofotdmetro y se midio la absorbancia de la muestra a longitud

de onda de 540 nm.

Al mismo tiempo que se trabajo con la muestra, se realiz6 una curva de
calibracion, la cual permitié cuantificar posteriormente el contenido de reductores
directos en el residuo; se adicionaron 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mL de la solucion
estandar de glucosa 2 mg/mL y se completo hasta un volumen final de 1 mL con
agua desionizada cada tubo y se prosiguié de la misma manera en que se trato la
muestra. Finalmente se construyé una curva de absorbancia en funcion de la

concentracion.

El resultado obtenido es considerado como la cantidad de reductores directos

obtenidos en el extracto. De cada extracto se desarrollo color por triplicado.

5.6.3 Determinacién de azucares totales (después de Ila

hidrélisis) %

5.6.3.1 Material y reactivos

Matraces de 250 mL.

Matraces aforados de 100 mL.

HCI concentrado (densidad 1.18 g/mL a 20 °C y pureza 37.3 %).
Hidréxido de sodio 1 N.

o O O ©
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o Solucidon de azucar invertido al 1 % (m/v) (se pesaron 9.5 g de sacarosa
pura y se adicionaron 5 mL de HCI concentrado con 100 mL de agua
destilada, se almacend por 3 dias a temperatura ambiente (20-25 °C), al
término de este tiempo se diluyo con agua destilada hasta 1 L.

o Solucidon estandar de azucar invertido (glucosa 50% y fructosa 50%) 2
mg/mL (se neutralizé una alicuota de la solucién de azucar invertido al 1
% con NaOH 1N y se diluy6 hasta alcanzar la concentracion deseada en
el estandar de azucar invertido (diluir 1:5), la cual fue de 2 mg/mL).

5.6.3.2 Procedimiento

Se tomd una alicuota de 50 mL del extracto del residuo y se agregaron 5 mL
de HCI concentrado, se almacené durante 3 dias a temperatura ambiente (20-25

°C).

Cuando la hidrdlisis se completo, se neutralizé el extracto hidrolizado con
NaOH 1N y se llevé a un volumen final de 100 mL a partir del cual se tomé 1 mL del
extracto preparado y se colocaron en un tubo de ensaye, se adiciondé 1 mL de la

solucion DNS y se colocaron en un bafo de agua hirviendo por 5 min exactos.

Pasando este tiempo se sacaron los tubos y se dejan enfriar para finalmente
diluirlos con 10 mL de agua desionizada. Asi mismo se corrié un blanco en donde se
sustituyé 1 mL del extracto por 1 mL de agua destilada. Finalmente se ajusté con
este blanco el espectrofotometro y se midié la absorbancia de la muestra a longitud

de onda de 540 nm.

Al mismo tiempo que se trabajé con la muestra, se realizd una curva de
calibracion, la cual permitié cuantificar posteriormente el contenido de reductores
después de la hidrdlisis en el residuo; se adicionaron 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mL de

la solucién estandar de azucar invertido 2 mg/mL y se completd hasta un volumen
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final de 1 mL con agua desionizada cada tubo y se prosiguio de la misma manera en
que se tratdo la muestra. Finalmente se construyé una curva de absorbancia en

funcioén de la concentracion.

Del extracto se hizo por triplicado cada determinacion colorimétrica asi como

para el tratamiento de hidrdlisis.

5.6.3.3 Calculos

Reductores directos

X Concentracion de glucosa mg/ml = Y(absorbancia)_~ 0.0554

0.6378

X_Concentracién de glucosa ma/mi - Factor de dilucion ml * 100g muestra

Cantidad de muestra empleada

Reductores después de la hidrdlisis

X Concentracion de glucosa mg/ml = Y(absorbancia) = 0.019
0.394

X Concentracion de glucosa mg/ml * FaCtOI' de dI|UC|én ml * 100q mUGStra

Cantidad de muestra empleada

Se continua con la siguiente ecuacion.

reductores después de la hidrélisis en glucosalfructosa = (redUCtoreS después de la hidrdlisis en sacarosa —

reductores girectos) X 0.95
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Los reductores después de la hidrdlisis se encuentran en forma de sacarosa
hay que transformar el valor a moléculas de glucosa y fructosa (factor 0.95), para

poder continuar con la siguiente formula.

Reductores totales = reductores girectos + reductores gespuss de la hidrdlisis en

glucosalfructosa

5.7 Digestibilidad in vitro con liquido ruminal ' % 37- 38,39

5.7.1 Fundamento

Esta determinacion esta basada en la simulacidn del proceso de digestion de
los rumiantes y consiste en poner en contacto una muestra con liquido ruminal en
condiciones anaerobias, se efectua una digestidn bacteriana y después se adiciona

pepsina en medio acido para permitir el desarrollo de una digestion enzimatica.

Posteriormente se lleva a cabo una determinacién gravimétrica de los
constituyentes no digeridos de las paredes celulares para obtener finalmente la

digestibilidad de la muestra, tomando en cuenta el peso final de la misma.

5.7.2 Material y reactivos

Bafio de agua con agitacion (Lab-Line/Dubnoff incu-Shaker Mod. 357).
Tapones de hule acondicionados con una aguja hipodérmica (No. 21)
simulando una valvula de Bunsen.

Matraces Erlenmeyer de 25 mL.

Papel filtro Whatman # 4 (filtracion rapida).

Solucién amortiguadora de McDougall. (1)

Solucion de pepsina acida. (2)

Solucion de HCI 6 N.

2R B
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& Solucion de MgCl, al 4% (m/v).
& Solucion de HCI 3 N.
& Liquido ruminal.

(El liquido ruminal se extrajo de un rumiante fistulado, el cual fue
transportado al laboratorio de investigacion bajo condiciones controladas de
temperatura. Su lugar de procedencia fue el Colegio de Post-graduados de la
Universidad Autbnoma Chapingo).

(1) Soluciéon amortiguadora de McDougall:

Solucion 1: Se pesaron 3.7 g de Na;HPO4, 9.8 g de NaHCO; y se

llevaron a un volumen final de 1 L con agua desionizada a 40°C.

Solucion 2: Se pesaron 4.7 g de NaCl, 5.7 g de KCI, 0.4 g CaCl, y 0.6 g

de MgCl y se llevaron a un volumen final de 100 mL.

La solucién amortiguadora se prepar6 adicionando 10 mL de la solucién
2 a1 L de la solucién 1, y se agité durante 15 minutos, esta solucion fue
preparada el mismo dia en que inicio la determinacion.
(2) Solucion de pepsina acida: Se pesaron 0.2 g de pepsina y se disolvieron en

1mL de HCI 6N. Esta relacion es por cada matraz.

5.7.3 Procedimiento
a) Preparacion de la solucién amortiguadora-liquido ruminal
1. Una vez extraido el liquido ruminal se mantiene a temperatura
constante.
2. Se filtra el liquido ruminal a través de gasas y se mantiene a

38°C.



Metodologia. 76

3. Se ajusta la solucién amortiguadora de Mcdougall a pH =7y
se adicion6 1 mL de MgCl, al 4% por cada litro de solucion
amortiguadora McDougall utilizada.

4. Se tomaron 5 mL de solucién amortiguadora y se mezclaron
con 15 mL de liquido ruminal.

5. La solucion amortiguadora-liquido ruminal se introdujo en un
bafio de agua a 38°C y se le burbujeo CO, durante 8 minutos.

b) Determinacion de la digestibilidad ruminal

Nota: La determinacién se efectua por duplicado.

Es necesario correr un blanco de la reaccion que contenga todos los reactivos

(excepto la muestra en estudio), y otro blanco que contenga alfalfa excepto la

muestra en estudio, y sean tratadas bajo las mismas condiciones de

experimentacion.

1.

2.

Se peso 0.25 g de muestra molida y colocada en un matraz Erlenmeyer.

Se adicion6 20 mL de la solucién amortiguadora-liquido ruminal a 38°C.

Se tapé los matraces con tapon de hule acondicionado con la aguja
hipodérmica para eliminar el COx.

Se introdujeron en el bafio de agua a una temperatura de 38°C bajo
condiciones de oscuridad durante 48 horas.

Una vez transcurrido el tiempo, se sacaron los matraces del bafio de agua y
se adiciond 5 gotas de HCI 3N para detener la digestion bacteriana.

Se adicionaron a cada matraz 1 mL de la solucion de pepsina acida, agitando

suavemente.
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7. Se introdujeron en bafo de agua a una temperatura de 38°C bajo
condiciones de oscuridad durante 48 horas.

8. Se sacaron los matraces del bafio de agua y se filtraron por gravedad
(colocando en el embudo circulos de papel Whatman # 4 que se deben tener
a peso constante).

9. Se lavo el residuo con agua destilada y se dejan filtrando el tiempo necesario.

10.Una vez transcurrido el tiempo se dejo secar el papel con el residuo digerido

en estufa de vacio hasta peso constante.

5.7.4 Calculos

Muestra digerida = [PeS0O muestra digerida Peso papel] — Peso papel

% DigeStibi"dad = Peso muestra_— (Peso muestra digerida_— Peso blanco diqerido_) x 100

PeSO muestra
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CAPITULO 6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.0 Resultados y Discusién

A través de esta investigacién se logré conocer la calidad nutricia de las
plantas tanto cultivables como silvestres, e igualmente, obtener informacién sobre
su parte toxicolégica y antinutricional. En los frutos la cantidad de azucares
reductores directos y totales, asi como la digestibilidad in vitro con liquido ruminal

para rumiantes.

6.1 Analisis proximal

En la Tabla 1 se muestra el analisis proximal de Lonchocarpus longystilus
pitt Balché, Peltogyne mexicana Palo morado, Heteroflorum sp. Pertenecientes a
la familia de las leguminosas y Cucurbita moschata, Cucurbita pepo semillas de
calabaza pertenecientes a la familia de las cucurbitaceas. Es importante
mencionar que todas estas semillas se trabajaron secas sin embargo, se realizd

humedad residual con el fin de hacer los calculos en base seca.
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Tabla 1. Analisis bromatologico de leguminosas y cucurbitaceas en

base humeda 59/100g muestraz

Planta nombr Hidratos
) ,0 © Humedad Cenizas QGrasa Proteina Fibra cruda de
Cientifico a
carbono
Lonchocarpus - 50\ 09 5354006 13.96£0.08 22.684023  4.74%0.15 45.69
longystilus pitt
Peltogyne ¢ 111004 2084002 5.16£0.06 9.2040.19  28.6810.87  45.43
mexicana
Heteroflorum
o 828+0.06 3.99+0.15 1.79+0.03  9.75+0.38  32.75+0.50  43.52
Cucurbita 4 571393 3931008 34.46£0.36 38.48£0.70  9.34+0.34 9.82
moschata
C”;Z;(’;”“ 4.6940.08 5.43+0.09 36.92+033 40.2440.17  10.38+0.41 2.34

Los valores son el promedio + desviacion estandar de un triplicado con un C. V. < 5%.
@ Obtenido por diferencia.

Por lo que en |la Tabla 1a se presentan los resultados en base seca para un mejor

analisis de los componentes.
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Tabla 1a. Analisis bromatoldgico de leguminosas y cucurbitaceas en
base seca (g/100g muestra)

Plaqta n,ombre Cenizas Grasa Proteina Fibra cruda Hidratos c;e
Cientifico carbono

Lonchocarpus

longystilus pitt  5.79+0.06  15.10£0.08  24.55+0.25  5.13%0.16 49 .43
Peltogyne 22040.02 5714021  10.174021  31.67+0.63 50.16
mexicana

He’e’gl"’”m 4.3620.17 1.9540.03  10.54+0.42 35.7+0.4 47 45
Cucurbita

4.140.08  35.87+041  40.10+0.73  9.73+0.35 10.20

moschata

Cucurbitapepo  5.69+0.11 38744034  42.23+0.18  10.88+0.43 2.45

Los valores son el promedio + desviacion estandar de un triplicado con un C. V. < 5%.
@ Obtenido por diferencia.

De las leguminosas analizadas, la semilla de Balché (Lonchocarpus
longystilus pitt) es la que tiene un alto contenido de proteina, grasa y cenizas que
caracteriza a esta familia, ademas de un bajo valor en fibra. En cuanto a la semilla
de Palo morado (Peltogyne mexicana) es baja en proteina y alta en fibra. El alto
valor que presentd Heteroflorum sp. se debe a que se moli6 la vaina y semilla, al
igual de un bajo valor en proteina y grasa. Estos resultados se asemejan a un

cereal.
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En las cucurbitaceas (cucurbita moschata y cucurbita pepo) los valores
obtenidos de proteina y de grasa son altos, con poca variabilidad al ser

comparados con los reportados en otras investigaciones.

En la Tabla 2 y 2a se muestra el analisis proximal de los frutos: Chicozapote
(Achras zapota) y Zapote (Manilkara sapotilla) a analizar en dos formas: la primera
solo la pulpa y en la segunda pulpa con cascara. Otro fruto estudiado fue el

Pepino kaat (Parmentiera aculeata).

Tabla 2. Analisis bromatologico de frutos en base humeda (g/100g

muestra) !

Planta .
b Hidratos

r.10m, re Humedad Cenizas QGrasa Proteina Fibra cruda de

Cientifico 2

carbono
Achras 10.04£0.19  3.46£0.05 13.3040.16 8.08+0.03 10394032  54.73
zapota
Manilkara

sapotilla * 11.56£0.07 1.97£0.04  1.43+0.06  2.48+0.03  5.27%0.05 77.28

Manilkara

sapotilla ** 10.35+£0.07 1.76+0.05  2.86+0.12  2.51£0.04  8.32+0.30 74.20

Parmentiera

15.05+0.17 4.1410.04  0.20+0.04  7.89+0.31 7.224+0.06 65.50
aculeata

Los valores son el promedio + desviacion estandar de un triplicado con un C. V. < 5%.
'Las muestras fueron adquiridas ya secas, en los frutos frescos la humedad va de 70 a 90%.
2 Obtenido por diferencia. * Solo pulpa ** pulpa con cascara
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Tabla 2a. Analisis bromatolégico de frutos en base seca (g/100g

muestra )

Planta nombre Hidratos de
Cientifico Cenizas QGrasa Proteina Fibra cruda

carbono ?
Achras zapota  3.85+0.06  14.75£0.34  9.01£0.04  11.55+0.25 60.84
Manilkara—, 53,004 1624007  2.80£0.05  5.96+0.06 87.39
sapotilla
Manilkara 1.96+0.06  3.28+0.17  2.86+0.04 9.314+0.21 84.55
sapotilla **
Parmentiera /o0 004 0244004  9.30£0.37 8.50+0.07 77.10
aculeata

Los valores son el promedio + desviacion estandar de un triplicado con un C. V. < 5%.
? Obtenido por diferencia. * Solo pulpa ** pulpa con cascara

Las sapotaceas son frutos por lo que presentan un alto contenido en
azucares, en el chicozapote (Achras zapota) resalta el alto porcentaje de grasa y
un moderado aumento en los valores de cenizas y proteina con respecto a los
reportados en otras investigaciones. En cuanto al zapote (Manilkara sapotilla) se
observa que el contenido de cenizas es mas bajo que el reportado en la literatura.

En cuanto a la Parmentiera aculeata o pepino kaat se obtuvieron valores
ligeramente altos en cenizas y fibra, al ser comparados con los reportados en la

literatura.

6.2 Factores toxicos

En la Tabla 3 se muestran los factores toxicos: alcaloides, glucosidos

Cianogénicos y hemaglutininas o lectinas, tanto como para las semillas y frutos.
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Tabla 3. Factores toxicos en las plantas analizadas

Planta nombre

Cientifico Alcaloides Glucésid9s cianggép ic;) ° : Hemaglutiqina§ 5nP
deteccion cualitativa Titulo de aglutinacién
longyiuspi N Newativo :
Peltogyne mexicana Negativo Negativo 9
Heteroflorum sp. Negativo Negativo 10
Cucurbita moschata Negativo Negativo 8
Cucurbita pepo Negativo Negativo 7
Achras zapota Negativo Negativo ND
Manilkara sapotilla* Negativo Negativo ND
Manilkara
sapotilla** Negativo Negativo ND
Parmentiera aculeata Negativo Negativo ND

ND = No Detectado  *Solo pulpa  ** pulpa con cascara. “ muestras que no presentaron coloracion en el
papel indicador.  ° Titulo: maxima dilucion en la que se presento aglutinacion en eritrocitos de hamster.

La presencia de alcaloides y glucdsidos cianogénicos es negativa en las

plantas analizadas.

Las leguminosas y los cucurbitaceas presentan titulos de aglutinacién que
van desde 7 hasta 10, aunque se conoce que las hemaglutininas o lectinas
presentan un efecto toxico con un numero de aglutinacién mayor a 10. Por lo que

se consideran titulos de aglutinacién permitidos para su consumo.
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6.3 Factores antinutricionales

En la Tabla 4 se muestran los factores antinutricionales determinados a las

plantas cultivables y silvestres, como es acido fitico, inhibidores de tripsina y

taninos.

Tabla 4. Factores antinutricionales en las plantas analizadas

Planta Nom. Cientifico

Expresado en:

Lonchocarpus
longystilus pitt

Peltogyne mexicana

Heteroflorum sp.

Cucurbita moschata

Cucurbita pepo

Achras zapota

Manilkara sapotilla *

Manilkara sapotilla **

Parmentiera aculeata

Acido fitico

g/100g mta

0.78+0.01

1.30£0.06

0.75+0.06

2.45%0.05

3.50+0.10

0.20£0.00

ND

0.26x0.01

ND

Inhibidores de

Tripsina
UTI'

0.69+0.02

2.994+0.01

0.50+0.01

0.27£0.00

0.94+0.02

2.21+0.10

1.12+0.05

1.71£0.1

0.94+0.03

Taninos

g/100g mta

ND

5.20£0.01

ND

ND

ND

0.91£0.02

ND

ND

ND

'Los inhibidores de tripsina estan dados en UTI / mg de muestra. UTI =Unidades de tripsina inhibida.
Los valores son el promedio + desviacion estandar de un triplicado con un C. V. < 5%.

* Solo pulpa

ND = No Detectado.

** pulpa con cascara
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En la determinacién de acido fitico los valores que destacan por ser
mayores al 1% se encuentran la leguminosa Peltogyne mexicana o palo morado y
las cucurbitaceas. Las demas plantas obtuvieron valores menores al 1% o no
contenian acido fitico. Los valores en realidad no son tan altos pero pueden
ejercer su valor antinutricional al disminuir la absorcién de calcio, aunque parece
que los rumiantes utilizan el fésforo de los fitatos del mismo modo que otras
fuentes de fosforo. Los valores fueron obtenidos al ser sustituidos en la férmula de

la linea recta de la grafica, ver ANEXO I.

En los inhibidores de tripsina de las plantas que sobresale es la leguminosa
Peltogyne mexicana o palo morado y las sapotaceas con valores desde 1.12 a
2.99 UTI/ mg de muestra. Las demas plantas analizadas presentaron valores
menores a una UTIl/ mg de muestra. En ninguno de los casos estas cantidades se

consideran un riesgo para la salud.

La leguminosa Peltogyne mexicana o palo morado es la que presentd un
porcentaje alto de taninos comparado con las demas plantas que obtuvieron
valores menores al 1%. Se conoce que un porcentaje de entre 2 a 9 puede causar
desorden fisiologico en animales. Los valores fueron obtenidos al ser sustituidos

en la férmula de la linea recta de la grafica, ver ANEXO II.
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6.4 Azucares reductores directos y totales

La Tabla 5 muestra los valores obtenidos para los frutos especificamente que son
el Chicozapote Achras zapota, Zapote Manilkara sapotilla solo pulpa y pulpa con

cascara.

Tabla 5. Azucares reductores directos y totales en los frutos
analizados (g/100g muestra) en base seca

Planta nombre Reductores
Cientifico Reductores directos después de la Totales
hidrolisis
Achras zapota 5.57£0.16 11.17£0.05 16.74+0.05
Manilkara sapotilla * 25.6+0.56 45.4513.4 71.081£3.4
Manilkara sapotilla** 17.25+0.12 22.7610.4 40.01+0.4

Los valores son el promedio + desviacion estandar de un triplicado con un C. V. < 5%.
* Solo pulpa ** pulpa con cascara

Los frutos de la familia de las sapotaceas tienen un alto contenido de
hidratos de carbono (61-87% en base seca). En el caso del chicozapote
aproximadamente un 27% son reductores totales en cambio en la pulpa de zapote
constituyen el 81% del total.

La proporcién de reductores directos, es semejante en chicozapote y zapote
en sus dos presentaciones, 35% de los reductores totales.

El chicozapote tiene un contenido mayor de hidratos de carbono diferentes
de los azucares reductores.

Los valores se obtuvieron al ser sustituidos en la formula de la linea recta

obtenida de las graficas, ver ANEXO Il y IV.
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6.5.1 Digestibilidad in vitro con liquido ruminal

En la Tabla 6 se presentan los datos obtenidos después de llevar a cabo la
digestibilidad in vitro de las plantas en estudio empleando liquido ruminal de un
animal fistulado. También se efectudé la digestion de alfalfa como muestra de
referencia para asegurarnos que las condiciones del medio de reaccién fueran las

adecuadas.

Tabla 6. Digestibilidad in vitro con liquido ruminal

Alfalfa 72.65+1.16°
Lonchocarpus longystilus pitt 53.57
Peltogyne mexicana 60.88
Heteroflorum sp. 61.59
Cucurbita moschata 53.95
Cucurbita pepo 52.85
Achras zapota 53.50
Manilkara sapotilla * 52.75
Manilkara sapotilla ** 61.01
Parmentiera aculeata 98.25

@ Los valores son el promedio de un duplicado
® Valores son el promedio + la desviacion estandar de un triplicado con un C. V. < 5%.
* Solo pulpa ** pulpa con cascara
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En la digestibilidad para rumiantes la planta que resalta por el valor
obtenido es la de pepino kaat (Parmentiera aculeata) con un 98% que es mayor a
la de la alfalfa, esto se puede deber a su composicion que es notablemente baja
en lipidos. Las demas plantas se encuentran entre un rango de 52 al 62 % de
digestibilidad, podemos mencionar que la digestibilidad de las plantas dependera
de la composicion de cada una de ellas para ser total o parcialmente
aprovechadas por el rumiante. Los valores de digestibilidad de estas plantas es
adecuada para ser utilizadas como alimento para humanos y en algunos casos

como forrajes para rumiantes.
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CAPITULO 7 CONCLUSIONES

7 Conclusiones

X/
o

Se determino el valor nutrimental de cada una de las plantas cultivables como
silvestres, se concluye que no en todos los casos se demostro la misma calidad
y cantidad de los componentes, al compararla con su familia o ellas mismas en
investigaciones anteriores, algunos valores son diferentes probablemente
debido a factores como el clima, el tipo de suelo u otros factores externos.

En cuanto a la parte toxicologica se observo que no se encontraron presentes
alcaloides, ni glucésidos cianogénicos por lo que podemos decir que estos
factores no producen ningun efecto toxico, al ser consumida alguna de estas
plantas.

Las hemaglutininas o lectinas mostraron valores bajos en general.

Los azucares tanto reductores directos y totales se encuentran en una buena
cantidad en el chicozapote y zapote como era de esperarse.

La digestibilidad con liquido ruminal en las plantas analizadas es buena al ser
comparadas con la alfalfa.

Finalmente, las plantas silvestres estudiadas pueden ser utilizadas en
alimentaciéon animal. Asi mismo los tres frutos de consumo humano:
chicozapote, zapote y pepino que son de facil descomposicion, pueden ser
también aprovechados como alimento animal en casos de que no se vendan o

que su transportacion sea cara; de esta manera ser aprovechadas.
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CAPITULO 9 ANEXOS
9 Anexos
Curvas estandar
9.1 ANEXO |
Determinacion de acido fitico
0.4
X
0.35

Absorbancia corregida 500 nm

0.3 1

0.25 ~

0.2 1

0.15 ~

0.1

yc = 0.0062xc + 0.0054
R? = 0.9998

yd= 0.0054xd + 0.0012
R? =0.9943

20 30 40 50 60

Concentracion ug acido fitico / mL
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9.2 ANEXO Il

Absorbancia 525 nm

Determinacion de Taninos

—e— Serie1
—=— Serie2
— Lineal (Serie1)

—— Lineal (Serie2)

ya=1.2714xa + 0.1634
R?=0.996

yb = 1.2533xb + 0.1576
R?=0.995

0

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Concentracion mg/mL de acido tanico
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9.3 ANEXO Il

Absorbancia 540 nm

1.4

Azucares Reductores Directos

1.2 1

0.8 +
0.6 1
0.4 4

0.2 1

y = 0.6378x + 0.0554
R? = 0.9927

0.5 1 1.5 2 2.5

Concentracién de glucosa mg/mL

9.4 ANEXO IV

Absorbancia 540 nm

0.9

Azucares Reductores después de la hidrélisis

0.8

0.7 4
0.6 -
0.5 1
0.4 4
0.3 1
0.2 4
0.1

y = 0.394x + 0.019
R? = 0.9924

0.5 1 1.5 2 2.5

Concentracion de azucar invertido mg/mL
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