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1. INTRODUCCION

La cebolla es una de las hortalizas de mayor consumo en el mundo, en México se cultiva
ampliamente, siendo los estados con mayor produccion: Chihuahua, Guanajuato,
Tamaulipas, Michoacan, Morelos y Zacatecas. La produccion nacional de cebolla asciende a
1,270,059.51 toneladas con una superficie cultivada de 43,561.98 hectareas por afo en
promedio. La cebolla posee un gran impacto en la dieta mexicana, debido a su alto consumo,
facil adquisicidon y su gran aceptabilidad sensorial, de hecho se consume tanto cruda como
cocida, participando como ingrediente principal o como condimento para la preparacion de
muchos platillos alimenticios. Sin embargo, la especie utilizada con fines comerciales es
introducida, no obstante en nuestro pais existen alrededor de 35 especies, de las cuales casi

la mitad son de uso regional.

En México hay una especie de cebolla que era utilizada por nuestro ancestros desde tiempos
prehispanicos y corresponde a la cebollita mexicana o también conocida como cebollita de
Atlautla (Allium kunthii). La cebollita mexicana tiene cualidades organolépticas particulares y
actualmente es una especie vegetal distribuida en nuestro territorio nacional y en peligro de
conservacion por diversas causas, no importando que tenga un alto potencial alimenticio y
que sean apreciadas y utilizadas de manera sustentable en ciertas comunidades. Entre las
causas, una de ellas esta el bajo apoyo agronédmico a las comunidades donde se cultiva, ya
que se encuentra en desventaja frente a especies mas comerciales. Sin embargo al revisar la
literatura, la informacion botanica de Allium kunthii es limitada, confusa y los reportes de la
composicién quimica y valor nutritivo son casi nulos. Al conocer estas limitantes, el presente
trabajo tuvo la finalidad de realizar la caracterizacién bromatolégica a dos colectas de
cebollita mexicana (Allium kunthii) las cuales fueron recolectadas en: San Cristébal de las
Casas, Chiapas y Ozumba, Estado de México, con el fin de conocer su potencial nutricional,
asi como la presencia y concentracion de los factores tdxicos naturales que con mas
frecuencia estan relacionados con este género (Allium) perteneciente a la familia
Amaryllidaceae, para verificar que su concentracién no presente un riesgo a la salud por
ingesta, desde el punto de vista toxicolégico. Con los resultados obtenidos se realiz6 el
analisis estadistico para conocer si hay diferencia estadisticamente significativa en los

parametros analizados, de acuerdo al lugar de su procedencia.
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Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar la composicion quimica y factores tdxicos naturales de la cebollita mexicana
(Allium kunthii) procedente del Estado de México y Chiapas, con la finalidad de evaluar su

potencial alimenticio.

2.2 Objetivos particulares

e Evaluar la composicién bromatoldgica de la cebollita mexicana (Allium kunthii).

e Realizar la determinacion de proteina verdadera, fibra dietética total y contenido

caldrico para una mejor caracterizacion bromatolégica.

e Determinar la presencia y el contenido de los siguientes factores toxicos:

o Alcaloides
o Saponinas

o Taninos

e Realizar el analisis estadistico de los diferentes parametros, para conocer si hay
diferencia estadisticamente significativa entre las dos colectas de cebollita mexicana

de acuerdo al lugar de su procedencia.



3. ANTECEDENTES
3.1 Generalidades de la cebolla (Allium cepa)

En el género Allium, se encuentran las cebollas, ajos, puerros y cebolletas, existiendo
alrededor de 1,250 especies y comprenden algunas de las plantas mas antiguamente
cultivadas por el hombre. En Egipto se han encontrado representaciones de bulbos de
cebolla y figuras de bulbos de ajo que datan de hace mas de 5,000 afos. Estos cultivos
evolucionaron a partir de plantas silvestres que crecian en las regiones montanosas. Muchas
de las especies silvestres del género Allium son comestibles y algunas todavia se recolectan
para alimentacion. Sin embargo, so6lo unas pocas especies se cultivan comercialmente
(Brewster, 2001).

La familia Amaryllidaceae incluye al género Allium, de acuerdo a la clasificacion de APG Il
(The Agiosperma Phylogeny Group, 2009). En el mundo se conocen alrededor de 600
especies del genero botanico Allium, en América del Norte se conocen alrededor de 96
especies y en México 31 especies nativas y cuatro introducidas, entre las cebollas nativas de
México, las mas empleadas son: Allium glandulosum (cebollita, cebollina) y Allium kunthii
(cebollita, cebollita de Atlautla o cebollin) y las especies introducidas a México estan: Allium
cepa (cebolla y cebollita de cambray); Allium cepa var. Ascalonicum (clalote, echalote);
Allium schoenoprasum (cebollin o cebollina) y Allium ampeloprasum var. Porrum (poro)
(Linares y Bye, 2013). Las especies cultivadas mas conocidas en el mundo son: Allium
cepa L. (cebolla) y Allium sativum L. (ajo). El cultivo del género Allium es de gran importancia
en nuestro pais. La produccion nacional de cebolla asciende a 1,270,059.51 toneladas con
una superficie cultivada de 43,561.98 hectareas, mientras que la produccién de ajo en
México es de 59,014.84 toneladas; y la superficie cultivada es de 5,468.00 hectareas
(SAGARPA, 2014).

Las cebollas representan una contribucion nutricional significativa a la dieta humana, ademas
tienen propiedades medicinales y funcionales; también poseen efectos fisioldgicos sistémicos
tales como la disminucion del nivel de glucemia en ayunas, asi como la insulinemia, los
triglicéridos y el colesterol, y mejoran la biodisponibilidad de Ca y Mg de la dieta (Brewster,
2001; Rodriguez et al., 2009).



Al igual que con otras verduras, las cebollas contribuyen a la ingesta de ciertas vitaminas y
minerales, pero los hidratos de carbono son la fraccion de los principales nutrimentos,
muchos de los cuales son componentes de la fibra dietética. Los hidratos de carbono no
estructurales y solubles a partir de una parte sustancial de la materia seca de cebolla, son
principalmente como fructooligosacaridos (FOS) y monosacaridos (glucosa, fructosa vy

sacarosa) (Lanzotti, 2012).

Las principales familias de plantas que incluyen a los FOS en su composicion son la
Liliaceae, Amaryllidaceae, Gramineae, Poaceae, Solanaceae y Compositae. Es ademas
significativa la cantidad de FOS presentes en alimentos tales como: ajo (Allium sativum L.),
cebolla (Allium cepa L.) y puerro (Allium porrum L.). En estos alimentos los FOS aportan
valores energéticos entre 1 y 1.5 kcal/g. Sin embargo se recomienda al menos una ingesta
de 8 g de FOS en la dieta, de modo que sus funcionalidades nutrimentales sean manifiestas

en el organismo y no se presenten problemas de intolerancia (Chacén, 2006).

Aunque todavia no existen datos concluyentes sobre la recomendacion de los distintos tipos
de fibra dietética, sigue siendo adecuado indicar una dieta que aporte de 20 a 35 g/dia de
fibra dietética de diferentes fuentes. En voluntarios sanos, la suplementacion con 15 g/dia de
fructooligosacaridos (FOS) de una dieta controlada durante dos semanas, produjo un
incremento significativo de bifidobacterias en heces, mientras disminuyé la produccion de

Bacterioides, Clostridium y Fusobacterias (Escudero y Gonzalez, 2006).

Existe una gran variabilidad genética que ha llevado a una gran diferenciacién de cultivares
de cebolla, en cuanto a forma, tamafio, color, grado de pungencia, requerimientos de horas
de luz y vernalizacion, entre otros aspectos. La cebolla es una planta bianual como anual,
que en el primer ano desarrolla su parte vegetativa, hasta la formacion del bulbo y la
segunda temporada, produce las flores. En la cebolla los 6rganos de acumulaciéon de
reservas son las hojas, en su parte basal (catafilos), el tallo de la planta esta reducido a un
disco basal, desde el cual salen las hojas para formar el bulbo, en el cual las hojas mas
antiguas rodean a las mas nuevas y forman una cubierta protectora del color caracteristico
de la variedad. Las raices son fibrosas y se desarrollan superficialmente. Su volumen mas
activo se ubica entre los 20 cm y 30 cm de profundidad. Las hojas en su parte aérea son

cilindricas, huecas y terminadas en punta (Chiang, 1994; Brewster, 2001).
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La cebolla es una hortaliza de estacion fria que crece bien en un amplio rango de
temperaturas y es medianamente resistente a las heladas. A pesar de su arraigamiento
superficial, se obtienen mejores resultados en suelos fértiles, profundos y bien drenados, de
texturas medias y buen contenido de materia organica; con niveles altos de P y K, ademas
de intervalos de fotoperiodos y un pH del suelo entre 6 a 7, aunque tolera ligeramente la
acidez (Hume, 1971; Brewster, 2001; Rothman y Dondo, 2014).

3.2 Cebollita mexicana (Allium kunthii)

La cebollita mexicana (Allium kunthii) corresponde al género Allium, familia de las

Amaryllidaceae y se clasifica taxondmicamente de acuerdo a la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Allium kunthii 2

Trépicos Angyosperm Phylogeny Group lll
Reino Plantae Reino = el
Division Magnoliophyta Division -
Clase Equisetopsida Clado Monocotiledoneas
Orden Asparagales Orden Asparagales
Familia Amaryllidaceae Familia Amaryllidaceae
Género Allium Género Allium
Epiteto especifico kunthii Epiteto especifico ~ --------—-

Nombre cientifico  Allium kunthii G. Don Nombre cientifico Allium kunthii G. Don

Autor del nombre G. Don Autor del nombre e

Nombre comun o Cebollitas de Atlautla
o Cebollitas patoneras

* Fuente: APG III, 2009; Trépicos, 2013.
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Origenes

La cebollita mexicana (Allium kunthii G. Don) es una planta originaria de México. Se
encuentra distribuida practicamente en todo el pais, en los estados de Aguascalientes,
Chiapas, Chihuahua, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de
México, Morelos, Querétaro, Sonora, Veracruz y Zacatecas (Espejo-Serna y Lépez-Ferrari,
2003) menos en el tropico humedo y en el desierto. En la figura 1 se ilustra la raiz, bulbo y

tallo de la cebollita mexicana, procedente del Estado de México.

Figura 1. Cebollita mexicana (Allium kunthii) en el Tianguis de Ozumba, Edo. de México

Morfologia

Se trata de hierbas perennes, con fuerte olor a cebolla o ajo, los bulbos
generalmente agrupados, sin desarrollar rizoma, subglobosos de 2 a 2.5 cm de
largo y 1.8 a 2.5 cm de diametro; tépalos oblongos de 5a 7 mm de largoy 1.5 a
2 mm de ancho, subagudos a acuminados, nervadura central prominente, apenas
fusionados basalmente; estambres con los filamentos subulados de 5 a 6 mm de
largo, anteras oblongas de 1 mm de largo; ovario globoso de 1 mm de largo, 1
mm de diametro estilo de 4 mm de largo en la antesis, estigma capitado. Capsula
obovoide, trilobada de 3 a 4 mm de largo y 5 mm de diametro (Espejo-Serna y

Lopez-Ferrari, 2003).
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* Tamano: De 30 a 60 cm de alto.

* Hojas: Filiformes o linear-subuladas, rollizas o subrollizas distalmente de 17 a 30 cm de

largo y 4 a 5 mm de ancho, las vainas hialinas o papiraceas, generalmente blancas.

* Inflorescencia: Una pseudoumbela terminal, el escapo generalmente solitario de 30 a 60
cm de largo y 2 a 4 mm de diametro, las bracteas del involucro ovado-lanceoladas de 7 a 9

mm de largo, papiraceas, blancas.

* Flores: 15 a 35 por inflorescencia de color blanco o ligeramente rosados, los pedicelos de

1.3 a 1.7 cm de largo, generalmente rectos.
* Semillas: Semillas negras, lustrosas, de 1.5 a 2 mm de largo.

Habitat y usos

Vegetacion secundaria derivada de selvas tropicales, huertos familiares, terrenos de cultivo
abandonados y es cultivada ocasionalmente; y en la figura 2 se ilustra un cultivo de cebollita
mexicana, procedente del Estado de México. El bulbo es comestible y las hojas también se

preparan picadas y guisadas (Espejo-Serna y Lépez-Ferrari, 2003).

-Fot0: Eloy Arce

Figura 2. Cultivo de cebollita mexicana (Allium kunthii) de Ozumba, Edo. de México
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3.2.1 Comparacion con otras especies del genero Allium

El género Allium contiene las sustancias nutritivas que se asocian normalmente a las
hortalizas y presentan también un cierto numero de otros compuestos que junto a sus
compuestos de aroma, sabor e hidratos de carbono caracteristicos. El contenido en materia
seca del género Allium se encuentra normalmente en el intervalo de 7 a 15%. Considerando
el peso fresco, estas hortalizas contienen tipicamente de 1 a 2% de proteina, alrededor de
0.2% de grasas y 5 a 12% de hidratos de carbono. Estos ultimos dependen mucho del
contenido de materia seca, que puede variar en gran medida con el cultivar. El porcentaje
comun de cenizas es del 0.6 a 1.0%, los valores mas altos estan asociados con mayores
porcentajes de materia seca y normalmente, su valor caloérico medio es de unas 35 calorias

por cada 100 g de producto fresco (Brewster, 2001).

Con respecto a la composicion quimica de la cebolla es variable y depende del cultivo,
estado de madurez, medio ambiente y condiciones agronémicas (Hume, 1971; Rothman y
Dondo, 2014). Se ha revisado de forma exhaustiva la composicion de las cebollas y los
resultados de su composicion promedio y/o intervalo se basan en los siguientes trabajos en

base seca Tabla 2 y en el producto en fresco Tabla 3.

Tabla 2. Analisis bromatolégico de cebolla (g componente/100 g producto)
en base seca

Muestra Humedad Proteina Grasa Ceniza  Fibra Dietética Hidratos de
Original Total carbono
Cebollablanca 92.22+0.12 12.36+0.36 0.66+0.02 4.66+0.01 10.44+0.01 71.88
(Allium cepa) *
Cebollina 87.95+£0.03 10.53+£0.03 0.79+£0.02 6.42+0.35 5.66+4.7 76.6

blanca (Allium
scaposum) ?

* Fuente: Vela y Villafuerte, 2009

N 7 ~—
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Tabla 3. Analisis bromatolégico de cebolla (g componente /100 g producto fresco)

Muestra Humedad Proteina  Grasa Ceniza Fibra Hidratos Valor
dietética de energético
total carbono (kcal/g)
Cebollita de
cambray sin - 1.3 0.1 - 1.9 53 23
raiz 2
Cebolla
Tenerife (Allium 925+1.1 059+0.11 - 035+0.03 1.68+042  _____.
cepa) "
Cebolla morada
(Allium cepa) ° 86 1.4 02 - - 10 25a30
Cebolla blanca
(Allium cepa) d 89.11 1.1 0.1 - 1.7 934 -
Cebolla (Allium
cepal.)® 86290 05al16 01a06 - - 6all 20a37

? Fuente: Pérez-Lizaur et al, 2008.
® Fuente: Rodriguez et al., 2009.

¢ Fuente: Guerrero, 2011.

4 Fuente: Akash et al., 2014.

¢ Fuente: Rothman y Dondo, 2014.

3.3 Composicion quimica

Los alimentos se integran de tres principales grupos de compuestos: los hidratos de carbono,
las proteinas y los lipidos; asi como los derivados de los mismos. Hay ademas un grupo de
elementos inorganicos y un grupo diversificado de sustancias organicas presentes en
proporciones relativamente pequefas; estas incluyen sustancias como las vitaminas,
enzimas, acidos organicos, oxidantes, antioxidantes y pigmentos. Hay también un
componente siempre presente y muy importante: el agua. Todos estos compuestos estan
dispuestos de tal forma en los diferentes alimentos como para dar a estos estructura, textura,

sabor, color y valor nutrimental (Norman y Potter, 1973).



3.3.1 Agua

Para el ser humano, la fuente mas importante de agua esta en todos los liquidos que ingiere,
pero también la adquiere de diferentes alimentos. El agua es el principal componente de
muchos alimentos, teniendo cada alimento su propio y caracteristico contenido de este
componente. Las cifras varian entre un 60% y 95% en los alimentos naturales. En los tejidos
vegetales y animales, puede decirse que existen en dos formas generales: agua libre y agua
ligada. El agua libre o adsorbida, que es la forma predominante, se libera con gran facilidad y
es estimada en la mayor parte de los métodos usados para el calculo del contenido de agua.
El agua ligada se halla en los alimentos como agua de cristalizacion o ligada a proteinas y a

las moléculas de sacaridos (Fennema, 2000).

El agua estd implicada en muchas funciones como digestion, adsorcion, metabolismo,
transporte, secrecion, excrecion, reproduccioén, lubricacion de articulaciones, regulacién de
temperatura y reacciones bioquimicas que ocurren en nuestro cuerpo. De alli la importancia

de determinar la cantidad de agua que se consume (Mendoza y Calvo, 2010).

3.3.2 Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono constituyen mas del 90% de la materia seca de los vegetales, se
encuentran en todas las formas de vida y se presentan en forma de azucares, almidones y

fibra. Sirven como almacén de energia, son combustibles e intermediarios metabdlicos.

Su valor energético es de considerar, ya que por cada gramo de hidrato de carbono se
obtiene 4 kcal. Es una fuente de energia rapida para el organismo de tal forma que son
necesarios para llevar a cabo funciones bioldgicas, los musculos e higado pueden ocuparla

para satisfacer demandas energéticas (Mendoza y Calvo, 2010).

Los hidratos de carbono no estructurales o de reserva de las cebollas constituyen gran parte
de su materia seca. Las cebollas carecen casi totalmente de almidén, pero almacenan otros
hidratos de carbono como los fructanos. El contenido de materia seca y de hidratos de
carbono solubles en los bulbos de cebolla puede variar en funciéon de un factor de alrededor
de tres, siendo s6lo de un 7% en la variedades dulces y de hasta un 21% en cultivares para

deshidratacion. La composicion de hidratos de carbono defiere drasticamente entre estas

-
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varledades, con un 7.5% de materia seca, contienen aproximadamente un 75% de hidratos
de carbono solubles del bulbo en forma de glucosa mas fructosa, alrededor del 18% como
sacarosa y un 7% como fructanos. Cuanto mayor es el porcentaje de materia seca, mayor es

el grado medio de polimerizacion de los fructanos en los bulbos (Brewster, 2001).

3.3.3 Proteina

Las proteinas juegan un papel importante en los sistemas bioldgicos. La diversidad funcional
de las proteinas se debe especialmente a su composicidbn quimica. Las proteinas son
polimeros muy complejos, constituidos por 20 aminoacidos distintos, los aminoacidos se

unen via enlaces peptidicos (Mendoza y Calvo, 2010).

Las proteinas de la dieta humana proceden tanto de fuente animales como vegetales,
cuando se consumen dichos alimentos, las proteinas son digeridas por enzimas hidroliticas
del tracto gastrointestinal y los aminoacidos liberados son absorbidos hacia el torrente
sanguineo. Estos aminoacidos se utilizan en la sintesis de nuevas proteinas requeridas para
el crecimiento, mantenimiento y reparaciéon del cuerpo. Algunos de los aminoacidos
requeridos se forman en el cuerpo a medida que se necesitan, pero otros solo se pueden
obtener de la dieta. A estos ultimos se les conoce como aminodacidos indispensables y son la
fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptéfano y valina (Osborne y
Voogt, 1986).

El contenido proteinico varia mucho en las distintas frutas y hortalizas, pero generalmente
sblo representa un pequefio porcentaje sobre el peso fresco. Algunos cultivos, como
cereales, legumbres, tubérculos y bulbos, pueden contener una gran cantidad de proteinas.
Estos componentes tienen mucha importancia por su gran contribucion al valor del producto

y por sus interesantes propiedades funcionales (Fennema, 2000).

3.3.4 Lipidos

Los lipidos se encuentran en los alimentos y basicamente les confieren propiedades
organolépticas y nutrimentales. La distincidn entre grasa y aceite, se basa exclusivamente en
el estado sodlido o liquido de los lipidos a temperatura ambiente. De forma general, la

principal fuente de lipidos son las semillas oleaginosas, ya que de las frutas y hortalizas
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contlenen muy bajas concentraciones de estos, a excepcion del aguacate, nueces y
aceitunas. Los lipidos representan menos del 1% del peso fresco en casi todas las frutas y

hortalizas.

Los lipidos son una fuente importante de energia en la nutricion humana, de cada gramo de
lipidos se genera 9 kcal. Esto se debe a su estructura quimica, que contiene una mayor
proporcion de atomos de carbono que las moléculas de hidratos de carbono y proteinas.
Aportan acidos grasos indispensables, influyen en gran medida sobre la sensacién de
saciedad tras la comida, transportan vitaminas liposolubles y hacen a los alimentos mas

apetitosos (Mendoza y Calvo, 2010).

3.3.5 Fibra

La fibra cruda constituye un indice de las sustancias presentes en los alimentos de origen
vegetal resistentes a las enzimas del tracto intestinal del hombre. Es un residuo organico
constituido fundamentalmente por celulosa, pectina, lignina, hemicelulosa, gomas vy
mucilagos, que constituyen junto con pequenas cantidades de sustancias nitrogenadas, las
estructuras celulares de los vegetales y constituye del 20% al 50% de la fibra dietética total.
Se encuentra en verduras, cereales, leguminosas y frutas, es responsable de la motilidad
gastrointestinal con la reducciéon del tiempo de transito de los alimentos (Hart y Johnstone,
1984).

3.3.6 Cenizas

Los seres vivos necesitan muchos minerales para sus procesos vitales y es importante
reconocer que, al igual que las proteinas, hidratos de carbono y lipidos, no juegan papeles
independientes en la nutricibn humana, los minerales o nutrientes inorganicos estan
interrelacionados y equilibrados unos con otros. Por ejemplo, el calcio y el fosforo participan

en una relacién definida en la formacién de huesos y dientes.

Las cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo inorganico que
queda después de calcinar la materia organica. Las cenizas normalmente, no son las mismas
sustancias inorganicas presentes en el alimento original, debido a las perdidas por

volatilizacion o a las interacciones quimicas entre los constituyentes (Pearson, 1993).
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El cuerpo humano requiere de siete minerales en cantidades relativamente grandes, del

orden de gramos: calcio, sodio, magnesio, cloro, potasio, fosforo y azufre y al menos siete en
cantidades traza: hierro, cobre, yodo, manganeso, molibdeno, selenio y zinc (Osborne y
Voogt, 1986).

3.4 Bromatologia complementaria

El analisis bromatolégico determina la calidad de los alimentos por sus componentes

nutrimentales, asi como por su contenido energético.
3.4.1 Densidad caldrica

La densidad caldrica es la cantidad de calor liberado cuando se quema en forma completa la
masa de una sustancia a presion y temperatura constante, esta proporciona una medida de
la energia quimica contenida en el alimento y puede ser determinado a través de una bomba

calorimétrica adiabatica.

La estimacidon del contenido caldrico en los alimentos o en dietas es indispensable para
estudios de metabolismo y balance de energia; asi como en la propuesta de dietas en
problemas de obesidad y mal nutricion. Los nutrimentos se requieren en primera instancia
para aportar la energia necesaria en el mantenimiento normal de las funciones vitales y
suministrar energia para la actividad fisica diaria. Asi, los requerimientos energéticos deben
cubrir las necesidades para mantener a un individuo sano y con esto pueda realizar su vida

activa en forma normal (Bowman y Russell, 2003)
3.4.2 Fibra dietética total

La fibra es la parte del alimento que no es afectada por el proceso digestivo en el cuerpo, e
incluye a la totalidad de todos los compuestos, fibrosos o no, que no son digeribles por las
enzimas del intestino humano; y pasa a través del tracto gastrointestinal y forma parte de las

heces. Hay dos tipos de fibra dietética:

Fibra dietética soluble: La fibra soluble retiene el agua y se vuelve gel durante la digestién y

la retarda; ademas ayuda a la absorcion de nutrimentos en el intestino. Este tipo de fibra se
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encuentra en los alimentos tales como el salvado de avena, cebada, nueces, semillas,

frijoles, lentejas, guisantes y algunas frutas y hortalizas.

Fibra dietética insoluble: La fibra insoluble parece acelerar el paso de los alimentos a través

de los intestinos y le agrega volumen a las heces. Este tipo de fibra se encuentra en

alimentos tales como el salvado de trigo, hortalizas y los granos enteros.

En las cebollas se ha reportado una cantidad significativa de fibra dietética total de 16.83%
en base seca y 1.89% en producto fresco, con respeto a una humedad de 88.72% en cebolla
morada (Guerrero, 2011). En otros datos reportados, se sabe que los fructooligosacaridos
(FOS) forman parte de la fibra dietética total (FDT) y se ha determinado su presencia dando
resultados positivos cualitativamente, con respeto al contenido de fibra dietética total
reportado de 10.44% para cebolla blanca (Allium cepa) y 5.66% para cebollin blanco (Allium
scaposum) en base seca, aunque se menciona que no existe relacién entre la concentracion
de FOS y FDT, ya que un alto contenido de FDT no asegura la presencia de FOS (Vela y
Villafuerte, 2009).

La ingesta diaria de fibra dietética recomendada para individuos esta reportada en un
intervalo de 20 a 30 gramos en base seca (Eastwood, 1992). La fibra dietética es muy
importante en la nutricion humana, puesto que mantiene el normal funcionamiento del tracto
gastrointestinal, incrementa el volumen del bolo alimenticio y del resto fecal, lo que disminuye

el tiempo de transito intestinal y ayuda a prevenir el estrefiimiento (Repetto, 1995).

3.4.2.1 Acciones fisioldgicas de la fibra dietética

Retrasa la sensacion de hambre, ya que retrasa el vaciado gastrico; la fibra no soluble no

produce calorias, ocupando espacio en el estomago y saciando el hambre.

Produce control de diabetes, el fendmeno se relaciona con que la fibra dietética soluble

recubre las vellosidades del intestino y retrasa la absorcion de hidratos de carbono.

Reduce los niveles de colesterol en la sangre, la fibra dietética adsorbe los acidos biliares,
que salen con la fibra dietética, junto con la materia fecal, obligando al higado a sintetizar
mas acidos biliares a partir del colesterol, bajando asi los niveles de este.
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Restaura la flora intestinal, ya que el metabolismo de los fructosanos se hace a través de

bifidobacterias, microorganismos que proliferan s6lo en presencia de estos hidratos de
carbono, y que producen acidos grasos de bajo peso molecular, como acido lactico,
propionico y butirico, que disminuyen el pH y reducen el riesgo de proliferacion de bacterias

patogenas (Miranda, 2010).

3.4.3 Proteina verdadera

Los tejidos vegetales contienen cantidades apreciables de nitrdgeno no proteinico, por lo
tanto debe procederse con cautela, ya que no todo el nitrdgeno proviene exclusivamente de
proteinas. Las plantas, ademas de aminoacidos libres pueden contener cantidades
apreciables de nitrdgeno no proteinico en forma de aminas, purinas, pirimidinas, nucleétidos,

betainas, alcaloides, porfirinas y aminoacidos no proteinicos (Fennema, 2000).
3.5 Factores toxicos

Algunos alimentos, ademas de nutrimentos, contienen sustancias sin valor nutritivo de las
cuales algunas pueden causar dafos al organismo, en el caso de las plantas estas
sustancias juegan un papel importante en el mecanismo de defensa contra sus depredadores

naturales.

Es conveniente diferenciar estas sustancias que causan dano al organismo, las que
producen un dafio directo sobre un 6rgano o tejido, y las que interfieren con la

biodisponibilidad de algun nutrimento; asi podemos hacer la siguiente distincion.

Sustancia toxica: Sustancia presente en el alimento capaz de producir a corto plazo, efectos

dafiinos, como una anormalidad fisiolégica y/o anatdomica, que no puede ser atenuada por

una simple fortificacion o suplementacion de nutrimentos (Derache, 1990).

Sustancia _antinutricional: Sustancia presente en el alimento, que tiene la capacidad de

reaccionar o interferir con un nutrimento, disminuyendo su biodisponibilidad y a largo plazo
es capaz de producir una anormalidad fisiolégica y/o anatdomica, que en la mayoria de los

casos es irreversible. Sin embargo, el propio nutrimento puede actuar como antagonista, por
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lo cual, una fortificacion de este, en la etapa inicial del efecto dafino, puede atenuar o

eliminar el problema (Valle y Lucas, 2000).

El término sustancia antinutricional se utiliza para calificar aquellos compuestos que afectan
el valor nutrimental de algunos alimentos, pues dificultan o inhiben la asimilacion de
nutrimentos que provienen de alimentos generalmente de origen vegetal (proteinas vy
minerales); desde el punto de vista bioquimico estos factores son de naturaleza variada y
llegan a ser toxicos o causar efectos fisiologicos poco deseables como la flatulencia;
distension estomacal, afectaciones pancreaticas, aglutinacion de glébulos rojos, disminucion
en la asimilacién de nutrimentos, entre otros; los factores antinutricionales son sustancias
naturales no fibrosas, generadas por el metabolismo secundario de las plantas como
mecanismo de defensa a situaciones estresantes o contra el ataque de mohos, bacterias,

insectos y aves (Elizalde et al., 2009).

Se han desarrollado un buen numero de estudios en los que se revela que estos compuestos
en pequenas cantidades, pueden ser muy beneficiosos en la prevencion de enfermedades;
razon por la cual ahora se les ha denominado “compuestos no nutrimentales”, o “factores
nutricionalmente bioactivos”, ya que si bien carecen de valor nutrimental, no resultarian
perjudiciales en pequenas cantidades. Esto ha llevado a considerar a todos aquellos
alimentos que contengan compuestos no nutrimentales, como alimentos funcionales, debido
a que estos compuestos son calificados como fitoquimicos que reportan beneficios para la
salud humana (Elizalde et al., 2009).

En el género Allium se ha reportado cantidades significativas de sustancias toxicas vy
antinutricionales entre sus componentes, dentro de las cuales se mencionan la presencia de

alcaloides, saponinas y taninos (Adeniyi y Anyiam, 2004; Lanzotti, 2006; Meriga et al., 2012)

3.5.1 Alcaloides

Los alcaloides constituyen un grupo muy heterogéneo de bases nitrogenadas con accion
fisiologica mas o menos intensa sobres los animales. La mayoria de los alcaloides se hallan
en los vegetales como sales de acidos organicos, en otras plantas puede haber un acido

asociado a los alcaloides, aunque con frecuencia se agrupan los alcaloides de acuerdo con
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su procedencia botanica, se les ha considerado como productos terminales del metabolismo

del nitrégeno. Algunas funciones de los alcaloides en el reino vegetal son las siguientes:

Valor _defensivo: Proteccion del vegetal ante los actos predatérios de insectos y animales

herbivoros, aunque hay alcaloides que son toxicos tanto para el hombre como para los

animales superiores, pero no para los insectos.

Valor alelopatico: Las plantas utilizan los alcaloides para influir positiva o negativamente

sobre otras especies préoximas, bien para comunicarse con especies similares o inhibir el

crecimiento de otras que podrian resultarles competitivas.

Se han reportado datos que sugieren que algunos alcaloides intervienen en el crecimiento
vegetal ya sea por su capacidad de formar quelatos o intervenir en fendmenos de 6xido-
reduccion, en lo que concierne su distribucidn en la planta, en ocasiones, se hallan
restringidos a cierto érgano o a ciertas partes de la planta, a veces se les encuentra en toda
la planta, hay casos en los que solo aparece en una etapa de crecimiento o época del afio o

en determinadas condiciones ecoldgicas (Xorge, 1979).

En estudios recientes se ha reportado la presencia de alcaloides en el género Allium, en los
extractos de bulbos de Allium sativum con metanol y en cloroformo, se tuvieron resultados
positivos para las pruebas cualitativas de Mayer y Wagner, que son dos de los ensayos
quimicos mas usados para la determinacién de alcaloides y obteniendo resultados positivos
estas dos pruebas consideraron la presencia de alcaloides (Meriga et al., 2012). En otro
estudio, en hojas de Allium ascalonicum Linn, una especie de planta anual herbacea menor
que Allium cepa y perteneciente a la familia Amaryllidaceae. Los extractos en metanol se
sometieron a un analisis fitoquimico cuantitativo y los resultados mostraron concentraciones

significativas de alcaloides (Adeniyi y Anyiam, 2004).

3.5.2 Saponinas

Las saponinas son glucosidos formados por sapogenina, que es un esteroide o un triterpeno
enlazado a diversos azucares (pentosas, hexosas o acidos uronicos). Se encuentran

ampliamente distribuidas en el reino vegetal principalmente en hojas, raices, tallos y flores.
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Las saponinas son sustancias en su mayor parte amorfas, de sabor amargo, en general
inodoras, de dificil cristalizacion. Sus soluciones coloidales al producir espuma, reducen
fuertemente la tensién superficial por lo que pueden estabilizar emulsiones de grasas y
aceites. Tiene propiedades estornutatorias, irritan los ojos y la piel cuando se tiene contacto,
son termoresistentes y forman complejos con el colesterol y otros hidroxiesteroles. Algunas
saponinas inhiben el crecimiento de ciertos microorganismos y hongos, ya que actuan

precipitando esteroles de la pared celular.

Las saponinas crean lesiones gastrointestinales y producen hemolisis en diferentes tipos de
glébulos rojos. La hemolisis se define como la destruccion de los glébulos rojos, que produce
liberacion de hemoglobina, el punto de ataque en la hemolisis es el colesterol de la
membrana de los eritrocitos, al unirse la saponina al colesterol se da lugar a la formacion de
canales en la membrana y/o posible desnaturalizacion. Normalmente solo una pequena
porcion de estas sustancias se absorbe en el intestino. Esta absorcion puede aumentar en
casos de inflamacion intestinal o por irritacion con laxantes fuertes o purgantes (Linder,
1995).

La toxicidad de las saponinas esta en discusion ya que en algunos paises se tienen limites
permitidos, mientras que en otros se utilizan como aditivos para alimentos. En la actualidad
se ha realizado un incremento en el conocimiento de estas sustancias, ya que aparte de
manifestar efectos toxicos, también se les ha asignado cualidades tecnoldgicas y medicinales
(Elizalde et al., 2009).

Se ha reportado en extractos de bulbos de Allium sativum, una especie en la familia de la
cebolla (Amaryllidaceae), la presencia de saponinas en extractos acuosos-metanol para la
prueba de espuma (Meriga et al., 2012). En otro estudio las hojas de Allium roseum L. var.
odoratissimum, una especie endémica del norte de Africa, se utiliz6 la prueba de
saponificacion para detectar la presencia de saponinas y cuantificando por el calculo del
indice de saponificacién, se obtuvo como resultado positivo la presencia de saponinas
(Najjaa et al., 2011). También se ha reportado la presencia de saponinas en diversas
especies de Allium, especialmente en bulbos y hojas de cebolla. Observaron que la
concentracion de saponinas en diferentes especies de Allium, fue de 0,10% en el puerro,
0,02% en el ajo y 0,09% en la cebolla (Mazza y Oomah, 2000).
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Por otro lado, Allium es el género representativo mas grande y mas importante de la familia
Amaryllidaceae y comprende 450 especies, en las cuales se han elucidado las saponinas en
las especies mas representativas del género como lo son: Allium cepa (cebolla) y Allium

sativum (ajo), la cuales se muestran en la Figura 3 (Lanzotti, 2012).
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Figura 3. Sapogeninas principales encontradas en la cebolla y el ajo.

Igualmente se han descubierto un numero mas grande de saponinas en especies silvestres
de cebolla como Allium elburzense, Allium hirtifolium, Allium atroviolaceum vy Allium
minutiflorum; y mas recientemente, de la cebolla blanca cultivada (Allium cepa), de esta
ultima se ha obtenido una fraccion de saponina en bruto de 18 mg/kg en producto fresco
(Lanzotti et al., 2012)

3.5.3 Taninos

Los taninos comprenden un grupo amplio de componentes fendlicos capaces de unirse a
enzimas y a otras proteinas mediante puentes de hidrogeno, formando compuestos
insolubles y termoestables. Esta reactividad particular, es decir, su facultad de combinarse
con las proteinas, en la que se basa el curtido de pieles, que presentan los taninos
hidrosolubles y los taninos condensados, define también su actividad biolégica, que se

manifiesta por su gusto astringente.

La presencia de estos polifenoles en los alimentos determina una disminucién del valor

bioloégico de estos, es decir, son responsables de la disminucion de la digestibilidad
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proteinica y de la utilizacion de aminoacidos azufrados en reacciones de metilacion,
inactivaciéon de enzimas, asi como de la inhibicion de la absorcion intestinal de azucares
(Derache, 1990).

Su dosis diaria admisible (DDA) es de 500 mg/dia. La astringencia es el factor determinante
de una reducida ingestion de los alimentos demasiada rica en taninos. Los taninos se
localizan a nivel del tequmento de los vegetales, se acumulan en raices, corteza, frutos,
hojas y semillas, su actividad deriva de su capacidad de ligarse a las proteinas y a
desnaturalizarlas, formando complejos estables. La actividad antinutrimental de los taninos
puede manifestarse también por la aptitud que tienen estos polifenoles a asociarse a los
iones di y trivalentes, disminuyendo la disponibilidad de calcio, hierro y cobre. El acido tanico,
al combinarse con la vitamina B4z y al factor intrinseco, disminuye la disponibilidad de esta

vitamina (Derache, 1990).

Pero lo taninos ejercen asi mismo un efecto beneficioso sobre la salud: tienen actividad
antioxidante, previenen y mejoran enfermedades cardiovasculares, y por ultimo, también

presentan ejercer actividad anticancerigena (Camean y Repetto, 2006; Elizalde et al., 2009)

Se ha reportado en extractos de bulbos de Allium sativum perteneciente al género Allium, la
presencia de taninos, los resultados de la pruebas del extracto acuoso se expresan
cualitativamente dando como positivo la prueba de FeCl; y la prueba de gelatina (Meriga et
al., 2012. En Allium roseum L. var. odoratissimum se reporté la presencia de taninos con
precipitados muy abundantes y coloridos cualitativamente, en pruebas con cloruro férrico
(1%), dando colores verdes negros o marrones azules indicaban la presencia de taninos
catéquicos o galicos, respectivamente (Najjaa et al., 2011). En otros estudios, en cebollas
blancas se reportd su presencia en extractos con acetona, los resultados se expresaron
como equivalentes de catequina (CE) de 0.16 mg CE/g muestra (Im et al., 2011), también se
ha reportado la presencia de taninos en cebollas rojas, cebollas amarillas y cebollas blancas,
en extractos de metanol/agua 50%. Los resultados se expresan en base seca y equivalente
de catequina (mg CE/g muestra), para cebolla roja 3.67 + 0.3, cebolla amarilla 3.19 + 0.3 y
cebolla blanca 1.78 + 0.1 (Gorinstein et al., 2009).
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4. MATERIALES Y METODOS

Material y Métodos
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A continuacion se presenta el esquema 1, que nos muestra de forma ilustrativa la forma de

desarrollar el presente trabajo.
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Esquema 1. Diagrama general de trabajo.

X u ((f : \\\\\yt *
f*\:%ﬂ% 21 %ﬁi%




Material y Métodos

4.1 Investigacion y revision bibliografica

Se realiz6 la busqueda bibliografica de la cebollita mexicana (Allium kunthii) y al revisar la
literatura la informacion de composicidn quimica y factores toxicos naturales de esta especie
es limitada, confusa y los datos reportados son casi nulos. Por eso, se ha revisado de forma
exhaustiva la composicidn quimica y los factores toxicos naturales mas representativos de su
género (Allium) y en particular de la cebolla (Allium cepa L.). También se revisé en un orden
superior taxonémico al de su género de Allium kunthii, en la familia Amaryllidaceae los
factores toxicos naturales mas representativos, ya que hay pocos datos reportados en el

género Allium.

Obteniendo la informacion del trabajo experimental (analisis bromatoldgico y toxicolégico) de
Allium kunthii se podra comparar esta especie, con otros Alliums en particular a Allium cepa
L. (cebolla) para ver sus ventajas o desventajas desde el punto de vista de composicion

bromatolégica y factores toxicos naturales presentes.

4.2 Obtencién del material biolégico

El material bioldgico fue proporcionado por la M. en C. Maria Edelmira Linares Mazari, del
Instituto de Biologia de la UNAM, las cuales son procedentes de San Cristdbal de las Casas,
Chiapas (Figura 4) y Ozumba, Estado de México (Figura 5).

Foto: A.L. Zarate

Figura 4. Cebollita mexicana procedente de Figura 5. Cebollita mexicana procedente
San Cristobal de las Casas, Chiapas. de Ozumba, Estado de México.
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Posteriormente se hizo la limpieza y lavado de las muestras, separando las raices de los
bulbos, dejando unicamente la parte que representa a la cebolla (bulbo mas 2.5 cm de hoja

aproximadamente) ademas se separd impurezas y cuerpos extrafios ajenos a las
muestras (Figura 6).

s A L. Zarate

Figura 6. Parte analizada de cebollita mexicana (bulbo y parte de hoja)

4.3 Acontecimiento de material biolégico

Debido a que la cebolla es un producto vegetal con un contenido de humedad alto que va de
86 a 90% (Rothman y Dondo, 2014) se procedié a su acondicionamiento, obteniendo la

humedad original de las muestras y un tamano de particula apropiado para los posteriores
analisis.

4.3.1 Determinacion de Humedad Original

Fundamento

La determinacion de humedad se basa en la pérdida de peso de la muestra por evaporacion

del agua. Para esto se requiere que la muestra sea térmicamente estable y que no contenga
una cantidad significativa de compuestos volatiles.

Material

» Estufa de circulacién forzada Lab-line Imperial 3

= Balanza granataria
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Procedimiento

El material biolégico se pesd aproximadamente 800 g y se distribuyd en las charolas de la
estufa de circulacién forzada a un proceso de secado a 55 £ 1 °C de acuerdo al método
propuesto por la AOAC. Se pesan peridodicamente en la balanza granataria hasta que no

presenta variacion en su peso.

Célculos
Pi — Pf
% humedad = — x 100
Dénde:
Pi = peso de la charola con muestra antes de secada (en gramos)
Pf = peso de la charola con muestra después de secada (en gramos)

m = peso de la muestra (en gramos)

4.3.2 Molienda

Una vez secas las muestras se molieron en el molino de cuchillas de acero inoxidable
Thomas Whiley Modelo 4, a un tamafio de particula de 1 mm, para obtener las harinas
correspondientes, las cuales se homogeneizaron y se guardaron en frascos secos y cerrados

a temperatura ambiente.
4.4 Analisis bromatolégico

De las harinas se realiz6 el analisis bromatoldgico de acuerdo a los métodos establecidos por
la AOAC con ligeras modificaciones, y basandose en el esquema de Weende, que consta de
las siguientes determinaciones: humedad, proteina cruda (N X 6.25), extracto etéreo (éter de
petréleo), fibra cruda, cenizas e hidratos de carbono asimilables por diferencia, las cuales se

realizaron minimo por triplicado (Helrich, 1990).
4.4.1 Determinacion de humedad analitica. AOAC ***°'
Fundamento

Cuando se tienen muestras que a la temperatura de 100 a 110 °C se descompongan o

contengan compuestos volatiles, es conveniente realizar esta determinacion en una estufa a

7 N
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Material y Métodos

presion reducida, esto con el fin de abatir la temperatura de ebullicion del agua. Es un
método de determinacion directa por gravimetria, se basa en la eliminacion de agua libre en

el alimento, al pesar la muestra después de retirada el agua mediante evaporacion.
Material

» Estufa de vacio (Lab-line Duo Vac Oven Mod. 3620)
» Balanza analitica digital (Sartorius analytic)
= Desecador de vidrio

= Charolas de aluminio
Procedimiento

Se colocan las charolas de aluminio en una estufa de vacio hasta peso constante,
posteriormente, se pesaron aproximadamente de 3 a 4 g de muestra en las charolas y se
introdujeron nuevamente en la estufa de vacio la cual mantuvo las siguientes condiciones
84+2°Cy15+2inHg.

Se realizaron pesadas periddicas de las charolas, sacandolas de la estufa y colocandolas
inmediatamente en un desecador de vidrio, donde permanecian 15 minutos; después de este
tiempo se pesaron en una balanza analitica, este procedimiento se realiz6 hasta que alcanzo

peso constante (variacion en la cuarta cifra decimal con respecto al valor anterior).

Célculos

Pi — Pf
% humedad = T x 100

Dénde:
Pi = peso de la charola con muestra antes de secada (en gramos)
Pf = peso de la charola con muestra después de secada (en gramos)

m = peso de la muestra (en gramos)
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4.4.2 Determinacion de cenizas. AOAC 2%

Fundamento

La determinacion de cenizas se basa en la incineracion de la materia organica contenida en
la matriz alimentaria, considerandose a las cenizas como el residuo inorganico en forma de

oxidos y sales que queda después de incinerar la materia organica.
Material

» Mufla (Heraew Hanau)

» Balanza analitica (Sartorius analytic)

= Mechero Bunsen

= Crisoles de porcelana

= Desecador de vidrio

= Tripie, anillo de fierro y triangulo de porcelana

= Campana de extraccion
Procedimiento

Los crisoles se colocan en la mufla a una temperatura de 550 °C hasta alcanzar peso
constante. Se pesaron de 2 a 3 gramos de muestra en cada uno de ellos y se carbonizaron a
fuego directo en la flama del mechero, dentro de la campana de extraccion hasta que el
desprendimiento de humo fue nulo o minimo, y posteriormente se introdujeron los crisoles en
la mufla por 3 horas a una temperatura constante de 550 °C para la calcinacion del material

biolégico.

Transcurrido el tiempo se dejaron enfriar en un desecador por espacio de 30 minutos y se
pesaron. Posteriormente, se volvieron a introducir en la mufla y se realizaron pesadas

periddicas hasta alcanzar peso constante.

Céalculos
f — Po

P
9% Cenizas = T x 100
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Pf = peso del crisol con la muestra después de incinerada (en gramos)
Po = peso del crisol a peso constante (en gramos)

m = peso de la muestra (en gramos)

4.4.3 Determinacién de proteina cruda con ligeras modificaciones. AOAC 976%°

Fundamento

Considerando que el nitrogeno solo proviene de las proteinas, se puede tener un estimado
de su concentracion, ya que se encuentra en una concentracion constante para cada una de

ellas. La mayoria de las proteinas tiene un concentracién del 16% de nitrégeno.

El método empleado para la determinacion de nitrégeno en alimentos, es el método de
Kjeldahl. Se basa en la digestion completa de la materia organica por calentamiento con
acido sulfurico concentrado en presencia de catalizadores metalicos y peroxido de hidrogeno,
para reducir el nitrdgeno organico hasta nitrégeno inorganico en forma de amoniaco, el cual
queda en solucion en forma de sulfato acido de amonio. El digerido, una vez alcalinizado con
hidroxido de sodio, se destila directamente o por arrastre de vapor para desprender el
amoniaco, el cual es atrapado en una solucién de acido bdrico, formando borato de amonio
el cual se titula con acido clorhidrico. El contenido de proteina es 6.25 mas veces que el

contenido de nitrégeno.
Las reacciones antes descritas se muestran a continuacion:
* Digestion
Materia organica + H,S0, M co, 1T +H,0 + S0, T +NH,HSO,
* Destilacion

NH,HSO, + 2NaOH - Na,SO, + NH; T +2H,0

3NH; T +H3B05 — (NH,)3BO5
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# Titulacion
(NH,)3B05 + 3HCl —» 3NH,Cl 4+ H3BO,

Material y reactivos

» Digestor TECATOR Mod. Ab-20/40

» Equipo de microdestilacion, Kjeltec Auto Analyzer Tecator Mod. 1030

= Tubos de digestion Tecator de 100 mL

» Balanza analitica (Sartorius analytic)

» Mezcla digestiva (a)

» Peréxido de hidrégeno al 30%

= Sulfato de potasio R.A

» Solucion de hidréxido de sodio al 40% p/v

= Solucién de acido barico con indicadores (b)
o Verde de bromocresol al 0.1% en metanol
o Rojo de metilo al 0.1% en metanol

» Solucion de acido clorhidrico 0.01 N valorada

(a) Disolver 3 g de sulfato de cobre (CuSO4*5H,0) en 20 mL de agua destilada y una
vez que esté bien disuelto, agregar 50 mL de acido ortofosforico (H3PO4); a
continuacidon se adiciona con precaucion 430 mL de acido sulfurico concentrado
resbalando por la pared del recipiente. Agitar por aproximadamente 30 minutos.

(b) Pesar 10 g de acido bdrico y colocarlo en un matraz aforado de 1 L; se adiciona
agua y se agita hasta disolverlo, a continuacion se adiciona 10 mL del indicador de
verde de bromocresol al 0.1% en metanol (100 mg de verde de bromocresol en
100 mL de metanol) y 7 mL del indicador de rojo de metilo al 0.1% en metanol (100
mg de rojo de metilo en 100 mL de metanol). Se ajusta el color a un tono café
rojizo con acido o alcali segun se requiera y se afora a 1 L con agua destilada.

Procedimiento

Se pesa aproximadamente 100 mg de muestra y se coloca en el tubo de digestidon, se afiade
0.5 g de sulfato de potasio y 3 mL de mezcla digestiva; se colocan los tubos en el digestor
durante 15 minutos a una temperatura de 340 °C. Después de este tiempo, se retiran del
digestor y se dejan enfriar a temperatura ambiente, se les afiade 1.5 mL de perdxido de

hidrégeno al 30%. Nuevamente se colocan en el digestor a 370 °C por intervalo de una hora.

(7~ )
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Material y Métodos

Se considera que la digestion esta realizada, cuando el tubo no muestra manchas ni puntos

negros y ademas la mezcla de digestion es translucida con un ligero tono verde-azuloso.

Una vez realizada la digestion, se dejan enfriar los tubos y se procede a realizar la destilacion
en el equipo KUELTEC AUTO 1030 ANALYZER, utilizando para la titulacion HCL 0.01 N y
NaOH al 40% y como indicador acido bérico con indicadores verde de bromocresol y rojo de

metilo.
Calculos

Para realizar los calculos correr un blanco, donde se sustituye la muestra por el equivalente

en peso de glucosa o sacarosa; trabajandolo de la misma forma que las muestras.

% N> = (P- B) x N x meqg x100 % Proteina cruda=% N, x F
m

Dénde:

P = mL de la titulacion de la muestra

B = mL de la titulacion del blanco

N = normalidad de la solucion de HCI

meq = miliequivalente de nitrégeno (0.014)

m = peso de la muestra (en gramos)

F = factor de conversion (6.25)°

* Con respeto al factor de conversion se debe aclarar que este depende de cada tipo de

muestra, el cual esta relacionado al contenido de nitrdgeno de la proteina en estudio.

4.4.4 Determinacion de grasa cruda. AOAC %%
Fundamento

El contenido de grasa es aquel que es extraido por disolventes no polares como lo son el
éter de petrdleo y éter etilico. La determinacién se basa en la extraccion, con una fraccion de
éter de petroleo o con éter etilico, del material seco y molido en un aparato de extraccion
continua, donde la muestra se le hace pasar vapor del disolvente y la grasa se cuantifica por

pérdida de peso en la muestra o por grasa extraida.
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Material y reactivos

= Aparato de extraccion Goldfish (LABCONCO Mod 35001-00CV)
» Porta dedales de vidrio

» Vasos de borde esmerilado (LABCONCO 35051)

= Cartuchos de celulosa de 22 x 80 mm

= Tubos recuperadores de disolvente

» Balanza analitica (Sartorius analytic)

» Estufa de vacio (Lab-line Duo Vac Oven Mod. 3620)

= Bomba de recirculacion (Little Grant pump Mod. 1)

= Eter de petrdleo R.A.
Procedimiento

Los vasos esmerilados se colocaron en la estufa de vacio hasta que alcanzaron peso
constante. En los cartuchos de celulosa se utilizd la muestra seca resultante de la
determinacion de humedad, colocando la muestra envuelta en papel dentro del cartucho de
celulosa, posteriormente los cartuchos se introdujeron en los portadedales de vidrio y se
colocaron en el compartimiento de extraccion de Goldfish. En los vasos esmerilados se
colocaron aproximadamente 50 mL de éter de petrdleo y se colocaron en el aparato de
extraccion, el cual estaba conectado a una bomba de recirculacion de agua helada. El
periodo de extraccion es aproximadamente 2 horas y para verificar la extraccion de toda la
grasa, se deja caer una gota de la descarga sobre un trozo de papel filtro, al evaporarse el
disolvente no debe dejar residuo de grasa. Al finalizar la extraccion se recupera el disolvente
y cuando los vasos se encuentran casi libres de disolvente, se retiraron del equipo y fueron
colocados por unos minutos en una campana de extraccion, para asegurar la completa
evaporacion del disolvente. Posteriormente, los vasos fueron colocados en la estufa de vacio

hasta alcanzar peso constante.

Céalculos

Pf — Po
% Grasa = — x 100

Doénde:

Pf = peso del recipiente después de la extraccidén (en gramos)
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Po = peso del recipiente antes de la extraccion (en gramos)

m = peso de la muestra original (en gramos)
4.4.5 Determinacion de fibra cruda. AOAC %6209

Fundamento

La fibra cruda es el residuo organico insoluble y no digerible que queda después de tratar la
muestra desengrasada de una digestion con acido sulfurico al 1.25% e hidréxido de sodio al
1.25%, posterior lavado con alcohol e incineracion del material insoluble bajo condiciones
bien especificas. Este tratamiento empirico proporciona la fibra cruda, que consiste
principalmente de celulosa y cierta proporcidn de lignina y hemicelulosa contenidas en la

muestra original.
Material y reactivos

= Aparato de digestion (LABCONCO)

= Embudo Buchner con malla metalica tipo California
» Vasos de Berzelius de 600 mL (Kimax)

» Estufa de vacio (Lab-line Duo Vac Oven Mod. 3620)
* Mufla THERMOLYNE, Mod. 1500

» Balanza analitica (Sartorius analytic)

= Crisol de porcelana a peso constante

» Matraces de vidrio Kitasato (Kimax)

= Mechero Bunsen

= Tripie, anillo de fierro y triangulo de porcelana

»=  Solucion de H,SO4 al 1.25% miv

= Solucién de NaOH al 1.25% m/v

*= Antiespumante (emulsién SIGMA-B)

= Alcohol etilico

= Silicato de aluminio (limpio y calcinado)
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Procedimiento

Se utiliza la muestra seca y desengrasada resultante de las determinaciones de humedad y
grasa cruda, se paso cuantitativamente a los vasos de Berzelius a los que se les afiadié 0.5 g
de silicato de aluminio y perlas de ebullicion, después se adicionaron 200 mL de H,SO,4 al
1.25% (m/v) hirviendo y unas 3 gotas de antiespumante, se colocé inmediatamente en el
aparato de digestion, el cual debe estar previamente caliente; digerir la mezcla por espacio
de 30 minutos exactamente. Transcurrido dicho periodo se vacio el contenido sobre un
embudo tipo California y se filtré con ayuda de vacio, lavando el residuo con agua destilada
caliente hasta eliminar el acido (aproximadamente 500 mL). Una vez lavado el residuo se
transfirid nuevamente al vaso de Berzelius de forma cuantitativa y se adicionaron 200 mL de
NaOH al 1.25% (m/v) hirviendo y unas 3 gotas de antiespumante, se vuelve a colocar
inmediatamente en el aparato LABCONCO para una segunda digestion por 30 minutos
exactamente, se repite el tipo de filtrado y lavado. Se retiran las perlas de ebullicion
lavandolas con agua, para recuperar el material aldehido. Por ultimo adicionar al residuo 25

mL de etanol etilico.

El residuo se transfiere de forma cuantitativa a un crisol de porcelana (a peso constante) y
se colocod en la estufa de vacio para su secado hasta que alcanz6é peso constante.
Posteriormente, se carbonizé el residuo seco en la flama del mechero y se introdujo en la
mufla para su incineracién. Los crisoles fueron pesados periddicamente hasta que

alcanzaron peso constante.

Célculos

] Ps — Pc
% Fibra cruda = — x 100

Dénde:
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 original (en gramos)
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4 4.6 Determinacion de hidratos de carbono

El porcentaje de hidratos de carbono se calcul6 por diferencia, restando al 100% la suma de

los porcentajes de humedad, cenizas, proteina cruda, grasa cruda y fibra cruda.

Calculos
% hidratos de carbono = 100 — (% Humedad + % Ceniza + % Proteina + % Grasa + % Fibra)

4.5 Bromatologia complementaria
4.5.1 Determinacion de densidad calérica
Fundamento

Para obtener el contenido caldérico que es la cantidad de energia en términos de kJ que
proporciona un gramo de alimento, se sometié una fraccion de la muestra a una combustion
total, dentro de un recipiente cerrado y en presencia de un exceso de oxigeno que asegure
una completa combustién. En el caso especifico de la bomba calorimétrica, el aumento de la
temperatura por efecto de la combustion, es detectado por un termopar, el cual a su vez esta
acoplado a un galvanémetro de alta sensibilidad, produciéndose una diflexion que se traduce
en una lectura, la cual se compara con el cambio de temperatura que se produce con un
estandar de referencia. Al interpolar en una curva de calibracién previamente establecida de
un material de contenido calorico certificado, proporciona su valor calérico (Hajiev et al.,
1980; Bowman y Russell, 2003)

Material y reactivos

= Acido benzoico (valor calérico certificado)

» Balanza analitica (Sartorius Extend)

= Desecador de vidrio

» Estufa de secado a presién reducida (BLUE M)

» Mecha de algoddn de 75 mm de longitud

= Crisol de acero inoxidable de 25.4 mm de diametro (1 pulgada)

= Mango metalico compactador

= Bomba calorimétrica balistica GALLENKAMP, mod. CBB-330-010L

W77 N
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= Cilindro de Oxigeno
Procedimiento

Pesar aproximadamente 0.5 g de muestra bien homogénea y en forma de harina seca. La
compactacion de las muestras se realizé con el mango especial, con un extremo de la mecha

dentro de éstas, por lo cual se realizé una segunda pesada para asi obtener el peso final.

Después de esto se efectud la combustion de cada muestra con ayuda de la bomba
calorimétrica, colocando de uno en uno cada crisol en la base superior del pilar central de la
bomba, se introdujo la punta libre de la mecha en el alambre de ignicion, se cerro el cartucho
con el capuchdn de tal forma que el cierre fuese hermético, colocando el sensor del termopar
en el orificio del capuchodn. La presién en la bomba debe ser de 25 bars de 20 a 30
segundos, por lo cual se utilizé un cilindro de oxigeno; alcanzada esta presion se cerro la
valvula de paso y se ajusto el indicador del galvandmetro a cero, se deben de mantener las
condiciones por 10 segundos para poder oprimir el botéon de ignicion y comenzar la

combustion que da la lectura maxima alrededor de 3 minutos, registrada en el galvanémetro.

Se desconecto el sensor, se liberaron los gases y se quitd el capuchdn para atemperar con

bafio de agua-hielo para seguir con la siguiente determinacion.
Célculos

Se utiliza una curva de calibracion de acido benzoico (Anexo lll), con las lecturas obtenidas
para la combustion del acido benzoico, en donde se convirtieron los gramos de acido
benzoico a kJ y kcal, para que con los datos se trazara la curva de calibracién del contenido
caldrico en kJ (abscisas) vs lectura (ordenadas) se interpola la densidad calérica de cada

muestra.
4.5.2 Determinacion de fibra dietética total. AOAC %%°%°
Fundamento

En este ensayo se mide el contenido de fibra dietética de los alimentos usando una
combinacion de métodos enzimaticos y gravimétricos. Las muestras de alimentos secas y

libres de grasa son gelatinizadas con «-amilasa (termoestable), para hidrolizar el almidén e
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hidratos de carbono amilaceos, posteriormente digeridas enzimaticamente con proteasa y
amiloglucosidasa para eliminar la proteina y almidén presente en la muestra. Para precipitar
la fibra dietética soluble se adiciona etanol. Los residuos obtenidos son filtrados y lavados
con etanol y acetona. Después de secarlos, los residuos se pesan, en la mitad de las
muestras se mide la proteina y las otras son calcinadas a cenizas. La fibra dietética se

obtiene restando al peso del residuo, el peso de la proteina y el de la ceniza (AOAC, 1995)

Material y reactivos

= Crisol Gooch de Porosidad # 2 (grueso 40 a 60 micrones)

» Estufa de vacio (Lab-line Duo Vac Oven Mod. 3620)

» Desecador

» Mufla THERMOLYNE, Mod. 1500

» Bano de aceite a 95 °C

= Bafio de agua constante a 60 °C con agitacion constante

» Balanza analitica (Sartorius analytic)

= Vasos de precipitados de 100 mL de forma alta.

= Potenciémetro Thermo Scientific Orion 3 Star; Estandarizado a pH 4.0y pH 7.0

= Matraces Kitasato de 1000 mL

» Alargadera de hule para crisol Gooch

» Barras magnéticas 22 x 8 mm

» Pipeta automatica de 50 a 200 uL

= Termodmetro (-10 a 100 °C)

= Alcohol etilico R.A.

= Acetona Q.P.

= Etanol al 96%

= Etanol al 78% (a)

= Amortiguador de fosfatos 0.08 M, pH 6.0 (b)
o Fosfato de sodio dibasico anhidro, reactivo analitico.
o Fosfato de sodio monobasico anhidro reactivo analitico.

» Hidroxido de sodio 0.275 N (c)

= Acido clorhidrico 0.325 N (d)
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» Kit Total Dietary Fiber Assay (SIGMA TDF-100A). Este equipo contiene reactivos:
o o~ Amilasa, estable al calor (10 mL); (Sigma A 3306)
o Proteasa de Bacillus licheniformis (500 mg); (Sigma P 3910)
o Amiloglucosidasa de Aspergillus niger (10 mL); (Sigma A 9913)
o Celita™, lavada con acido (50 g); (Sigma C 8656)

a) Etanol al 78%. Medir 207 mL de agua en un matraz volumétrico de un litro. Agregar
etanol al 95%. Mezclar y llevar al volumen con etanol al 95%.

b)  Amortiguador de fosfatos, 0.08 M, pH 6.0. Disolver 1.4 g de Na,HPO,, anhidro y 8.4 g
de NaH;PO,4 anhidro en aproximadamente 700 mL de agua. Diluir sin llevar a aforo
con agua. Ajustar a pH 6.0 si es necesario con NaOH o H3;PO,4 aforar a un litro y
mezclar.

c) Solucién de hidréxido de sodio, 0.275 N. Diluir 275 mL de solucion de NaOH 1.0 N en
un 1 litro con agua destilada.

d)  Solucién de Acido clorhidrico, 0.325 N. Diluir 325 mL de solucién de HCI 1.0 N en un 1

litro de agua destilada.
Procedimiento

a) Preparacion de los crisoles
Lavar los crisoles, secarlos, calentarlos una hora a 450 °C y enfriarlos, remojar y enjuagar los
crisoles con agua y secarlos. Agregar 0.5 g de Celita a cada crisol y secar a 130 °C hasta
peso constante. Enfriar en desecador y pesar hasta tener 0.1 mg de diferencia. Registrar

este peso como “Celita + Peso del crisol” o Py.

b) Hidrdlisis enzimatica
Pesar cuatro muestras de 0.5 g de cada material por analizar y poner en vasos de
precipitado de 100 mL de forma alta. Los pesos de las muestras no deben tener una

diferencia mayor de 20 mg.

Agregar, a cada vaso, 25 mL de amortiguador de fosfatos pH 6.0, 0.05 mL de o«-Amilasa a
cada vaso y mezclar muy bien. Cubrir cada vaso con papel aluminio y poner en un bafo de

aceite a 95 °C. Agitar suavemente los vasos a intervalos de 5 minutos. Incubar por 15
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minutos después de que la temperatura dentro de los vasos alcance aproximadamente
95 °C. Dejar enfriar las soluciones a temperatura ambiente. Ajustar el pH de las soluciones a
7.5 + 0.2 agregando 5 mL de solucion de hidréxido de sodio 0.275 N a cada vaso. Verificar el

pH y ajustar si es necesario, ya sea con NaOH o HCI.

Se prepara una solucién de proteasa de 25 mg/mL en amortiguador de fosfatos pH 6.0,
inmediatamente antes de utilizarse. Pipetear 0.1 mL (2.5 mg de proteasa) dentro de cada
vaso. Cubrir cada vaso con papel aluminio y poner en un bafio de agua con agitacion
continua a 60 °C, incubar por 30 minutos después de que la temperatura en las soluciones

alcance 60 °C.

Dejar enfriar las soluciones a temperatura ambiente. Ajustar el pH de las soluciones a un pH
de 4.0 a 4.6 agregando 5 mL de HCI 0.325 N a cada vaso. Verificar el pH y ajustar si es

necesario ya sea con NaOH o HCI.

Agregar 0.05 mL de amiloglucosidasa a cada vaso. Cubrir cada vaso con papel aluminio y
poner en un bafo de agua con agitacion continua a 60 °C, incubar por 30 minutos después
de que la temperatura en las soluciones alcance los 60 °C. Agregar 125 mL de etanol al 95%
a cada vaso. Dejar la solucién durante toda la noche a temperatura ambiente para permitir la

precipitacion completa de la fibra dietética soluble.

c) Filtracién
Se monta un sistema de filtracion al vacio para cada crisol Gooch. Se humedece y se
redistribuye la cama de Celita en cada crisol usando etanol al 78%. Aplicar succion suave
para atraer la Celita al filtro y formar una superficie lisa. Mantener la succion suave y pasar
cuantitativamente el precipitado y suspension de cada uno de los vasos a sus respectivos

crisoles.

Lavar el residuo con tres porciones de 10 mL de etanol al 78%, dos porciones de 5 mL de
etanol al 95% y dos porciones de 5 mL de acetona. Secar los crisoles que contienen los

residuos durante la noche en una estufa con vacio a 70 °C.

Enfriar todos los crisoles en un desecador, pesar hasta la cuarta cifra decimal (0.1 mg), y

registrar estos pesos como “Residuo + Celita + Peso del crisol” o P».

(7~ )
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Material y Métodos

d) Determinacion de cenizas
Dos crisoles de la muestra y dos crisoles del blanco se calcinan 5 horas a 550 °C hasta peso
constante. Enfriar en desecador, y pesar hasta la cuarta decimal (0.1 mg) y registrar este

peso como “Cenizas + Celita + Peso del crisol” o Ps.

e) Determinacion de Proteina
Con ayuda de una espatula sacar el residuo + Celita de cada crisol y pesarlo, registrar este
peso como “Residuo + Celita” o P4, moler en un mortero y pesar de este polvo por duplicado

100 mg para hacer la determinacion de proteina.

Célculos

Contenido de cenizas en el residuo de cada crisol

C="P3- P

Dénde:

C = g de cenizas en el crisol

P4 = Celita + peso del crisol

P35 = Cenizas + Celita + peso del crisol

Contenido de proteina en el residuo de cada crisol

N =(Vm- Vb) x meq X NycL.x M P=NxF
m

Dénde:

N =g de nitrégeno en el residuo + celita 0 (P4)

P =g de proteina en el residuo + celita o (P4)

Vm = Volumen de HCL gastado en la titulacién de la muestra

Vb = Volumen de HCL gastado en la titulacién del blanco

Meq = Miliequivalente del N (Peso molecular/1000 = 0.014)

NucL = Normalidad de la solucion valorada de HCL

m =g de muestra (residuo + celita) utilizada en la determinacién
F = Factor de conversion a proteina 6.25

M = gde residuo + Celita (P4)

W77 N
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% FDT=(R-P-C-B)x 100
Pm

Dénde:
FDT = fibra dietética total
B =R (blanco) - P (blanco) — C (blanco)

R = peso del residuo que corresponde a la definicion de P, - P41 (mg)
P = peso promedio de proteina en el crisol (mg)
C = peso promedio de cenizas en el crisol (mg) o (P3 - P4)

Pm = peso de la muestra (mg)

4.5.3 Determinacién de proteina verdadera. AOAC 1995
Fundamento

La técnica se basa en la solubilizacidén del nitrégeno no proteinico asi como de la proteina
soluble y la posterior precipitaciéon de dicha proteina con tungstato de sodio, con el fin de
eliminar el nitrégeno no proteinico que puede interferir en la determinacion del nitrégeno por

medio de un micro-Kjeldahl.

Con este método la proteina insoluble también es tomada en cuenta, ya que en la etapa de

filtracion esta queda incluida junto con la proteina soluble precipitada (AOAC, 1995).
Material y reactivos

= Digestor TECATOR Mod. Ab-20/40

» Equipo de microdestilacion, Kjeltec Auto Analyzer Tecator Mod. 1030
= Tubos de digestion Tecator de 100 mL

» Balanza analitica (Sartorius analytic)

» Agitador magnético marca CORNING

= Barras magnéticas de 12 x 5 mm

= Papel Whatman # 50 de 5 cm diametro (poro cerrado) o equivalente
» Mezcla digestiva (a)

= Solucion precipitante (b)

» Peroxido de hidrégeno al 30%

= Sulfato de potasio R.A.

SN =



Material y Métodos

= Solucién de hidroxido de sodio al 40% p/v

= Solucién de acido borico con indicadores (c)
o Verde de bromocresol al 0.1% en metanol
o Rojo de metilo al 0.1% en metanol

= Solucién de acido clorhidrico 0.01 N valorada

(a) Disolver 3 g de sulfato de cobre (CuSO4*5H,0) en 20 mL de agua destilada y una
vez que esté bien disuelto, agregar 50 mL de acido ortofosforico (H3PO4); a
continuacion adicionar con precaucion 430 mL de acido sulfurico concentrado
resbalando por la pared del recipiente. se agita por aproximadamente 30 minutos.

(b) Disolver 5 g de tungstato de sodio y 1.51 g de Na;HPO4*12H,0 en 20 mL de agua,
afiadir 22 mL de HCI 2 N y mezclar; aforar a 50 mL con agua destilada.

(c) Pesar 10 g de acido bdrico y colocarlo en un matraz aforado de 1 L; se adiciona
agua y agitar hasta disolverlo, a continuacion se adicionar 10 mL del indicador de
verde de bromocresol al 0.1% en metanol (100 mg de verde de bromocresol en
100 mL de metanol) y 7 mL del indicador de rojo de metilo al 0.1% en metanol (100
mg de rojo de metilo en 100 mL de metanol). Se ajusta el color a un tono café
rojizo con acido o alcali segun se requiera y se afora a 1 L con agua destilada.

Procedimiento
a) Proceso de precipitacion:

Se peso aproximadamente 100 mg de muestra finamente molida y se colocé en un vaso de
precipitado de 50 mL. Después se agregaron 5 mL de agua caliente; agitando
mecanicamente por 15 minutos. Posteriormente se adicionaron 2 mL de solucion precipitante
y se dejo reposar 10 min, transcurrido el tiempo, se transfiri6 cuantitativamente para su
filtracion en papel (Whatman #50 6 542) utilizando 25 mL de agua destilada caliente y ligera

succién con vacio.
b) Proceso de digestion:

Se coloco el papel filtro con el precipitado en un tubo de digestion, al cual se le agregaron 0.5
g de sulfato de potasio y 5 mL de mezcla digestiva, se coloco el tubo en el digestor y se

calienta aproximadamente 15 minutos, se retira del digestor y se espera a que se enfrie para
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afiadirle 3 mL de perdxido de hidrogeno al 30%; se introduce nuevamente al digestor y se

calienta hasta que la digestion sea completa (temperatura de digestion de 370 °C)
c) Destilacion vy titulacion:

Una vez efectuada la digestion se deja enfriar el tubo digestor y se procede a la destilacion,
en el destilador Kjeltec, utilizando para la titulacion HCL 0.01 N y NaOH al 40% y como

indicador el acido bérico con indicadores verde de bromocresol y rojo de metilo.
Calculos
Para realizar los calculos correr un blanco, donde se sustituye la muestra por el equivalente

en peso de glucosa o sacarosa; trabajandolo de la misma forma que las muestras.

% N> = (P- B) x N x meqg x100 % Proteina verdadera=% N, x F
m

Dénde:

P = mL de la titulacion de la muestra

B = mL de la titulacion del blanco

N = Normalidad de la solucién de HCI

meq = miliequivalente de nitrégeno (0.014)

m = Peso de la muestra (en gramos)

F = Factor de conversion (6.25)*

* Con respeto al factor de conversion se debe aclarar que este depende de cada tipo de

muestra, el cual esta relacionado al contenido de nitrdgeno de la proteina en estudio.

4.6 Determinacion de factores toxicos naturales
4.6.1 Determinacion semi-cuantitativa de Alcaloides
Fundamento

El material biolégico seco y desengrasado de la planta se extrae con metanol. Se acidifica la
solucion con acido, con el fin de precipitar proteinas y componentes que puedan intervenir en

la determinacion. Posterior se lleva a pH basico con amoniaco y se le extrae de manera
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Material y Métodos

diferencial, dos porciones de extractos; cloroformo y cloroformo-etanol. A los 2 extractos

obtenidos se les hace reaccionar con 7 diferentes reactivos para alcaloides:

Reactivo de MAYER (Cloruro de mercurio y yoduro de potasio).
Reactivo de WAGNER (Triyoduro de potasio)

Reactivo de DRAGENDORFF (Nitrato de bismuto y yoduro de potasio)
Reactivo de SONNENSCHEIN (Acido fosfomolibdénico)

Reactivo de HAGER (Acido picrico)

Reactivo de SCHEIBLER (Acido fosfottingstico)

Reactivo de ACIDO SILICOTUNGSTENICO.

NOoO Ok WN -
N N N N N N N

El precipitado formado con los reactivos para alcaloides varia en cantidad con los diferentes
alcaloides; en consecuencia, una estimacion de la concentracion de alcaloides a partir de la
cantidad de precipitado con un reactivo, es solamente aproximado. La exactitud es mejorada
usando varios reactivos y el método estd basado en la comparacién de la cantidad de
precipitado obtenido con los 7 diferentes reactivos de alcaloides (Abisch y Reichstein, 1960;
Harborne, 1998).

Material y reactivos.

» Bafio de agua constante a 50 °C con agitacion constante
» Embudos de separacion de 125 mL

= Embudo de tallo corto

» Papel filtro Whatman #52

= Rotavapor marca BUCHI Mod. R.

* Probetas graduadas de 10 mL y 25 mL

» Matraces bola de fondo plano de 125 mL

= Matraz KITASATO de 60 mL

» Pipeta volumétricade 2 mLy 10 mL

= Soporte universal

* Pinzas de 3 dedos

» Potenciémetro Thermo Scientific (Orion 3 Star)
= Acido sulftrico al 1%

= Acido nitrico (30% 6 6=1.180)

= Acido clorhidrico al 1%

:
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Material y Métodos

= Acido silicotiingstico ( 4H,0-S0,-12W0,-22H,0)

= Metanol R.A.

= Etanol R.A.

» Agua destilada

= Hexano

» Agua desionizada

= Amoniaco concentrado al 25%

» Cloroformo R.A.

» Sulfato de sodio anhidro R.A.

» Solucion media-saturada de Sulfato de sodio

» Mezcla etanol-cloroformo (3:2)

= Solucién de Acido sulfarico 0.01 N

» Reactivo de MAYER (Cloruro de mercurio y yoduro de potasio ) (1)
» Reactivo de WAGNER (Triyoduro de potasio) (2)

» Reactivo de DRAGENDORFF (Nitrato de bismuto y yoduro de potasio) (3)
= Reactivo de SONNENSCHEIN (Acido fosfomolibdénico) (4)

= Reactivo de HAGER (Acido picrico) (5)

= Reactivo de SCHEIBLER (Acido fosfottingstico) (6)

» Reactivo de ACIDO SILICOTUNGSTENICO (7)

(1) Se disuelven 1.36 g de HgCl, en 60 mL de agua y 5 g de Kl en 10 mL de agua se juntan

las 2 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 nitrato de bismuto pentahidratado en 20 mL de acido nitrico
(densidad 1.18 igual a 30%) y 27.2 g de Kl en 50 mL de agua. Se mezclaron las 2 soluciones
y se dejaron reposar 24 horas. Se decanta la solucion y se afora con agua a 100 mL.

(4) A 100 mL de una solucién caliente de molibdato de amonio (43 g/100 mL) adicionar 100
mL de una solucion caliente de fosfato de sodio dibasico anhidro (10 g/100 mL); a esta

solucién clara adicionarle 10 mL de acido nitrico concentrado, al precipitado amarillo que se

(7~ )
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Material y Métodos

formé 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 (28 g/100
mL). Una solucién clara debe formarse, y esta solucion se evapora a sequedad en una
capsula; flamear la superficie del polvo con un mechero bunsen hasta encenderse para
evaporar las sales de amonio. Pesar el polvo, y debe ser aproximadamente 30 g (si se
realizd con las cantidades indicadas anteriormente). Disolver el polvo con 200 mL de agua
destilada caliente, calentar y adicionar a esta solucion 50 mL de acido nitrico concentrado, a
esta solucidén adicionar agua destilada hasta llevar a un aforo de 300 mL; resultando una

solucion clara amarilla de acido fosfomolibdico.
(5) Preparar una solucion saturada de acido picrico (2.0 g/100 mL).

(6) Se disuelven en 50 mL de agua 10 g de tungstato de sodio y 7 g de fosfato disodico. La

solucién se acidula con acido nitrico.

(7) Se disuelven 5.0 g de acido silicotungstico en acido sulfurico (6N) necesario para preparar

100 mL de solucion.

Procedimiento

De la muestra seca y molida se pesa 5 g y se adiciona 40 mL de metanol dejando reposar
por 16 horas; después del tiempo cumplido se calienta durante 4 horas a 50 °C (bafio de
agua con agitacion constante). La mezcla se filtra en papel (Whatman #52) a vacio y el
residuo se lava con 20 mL de metanol, los extractos se combinan y se evapora el metanol en
un rotavapor. El residuo se resuspende con 2 mL de metanol y 12 mL de HCI al 1%; la
mezcla se agita y se filtra con papel (Whatman #52) a vacio ; lavando el residuo con 8 mL de
HCL al 1%, se combinan los extractos filtrados y se alcaliniza la solucién con amoniaco
concentrado (aproximadamente 25%) a un pH 9.5 £ 0.2. Se extrae con tres porciones de 20
mL de cloroformo cada una, dando la FRACCION “A”.

La solucion acuosa residual de la anterior extraccion, se extrae con una mezcla de
cloroformo-etanol (3:2 v/v), con tres porciones de 20 mL cada una, con lo cual se obtiene la
FRACCION “B”.
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Las fases organicas A y B se lavan con 5 mL de solucién medio saturada de sulfato de sodio

y se seca en una cama de sulfato de sodio anhidro.

Las dos fracciones A y B, se evaporan en un rotavapor por separado; y el residuo se
resuspende con 1.5 mL de HCI al 1% y se agita vigorosamente con 1.5 mL de cloroformo. La
fase acuosa de cada fraccion es pipeteada y filtrada a través de algodoén y dividida en 7

porciones que se hacen reaccionar con cada uno de los 7 reactivos de alcaloides.
Resultados

Debido a la frecuencia de falsos positivos con los reactivos comunes de alcaloides, solo se
consideran como positiva la presencia de alcaloides cuando cualquiera de las dos fracciones
(A 6 B) dan reaccion positiva con los siete reactivos enumerados:

(1) Reactivo de MAYER: La mayoria de las soluciones aciduladas de alcaloides forman
precipitados blancos.

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

(3) Reactivo de DRAGENDORFF: Se usa sobre soluciones aciduladas. Forma un
precipitado anaranjado-marron.

(4) Reactivo de SONNENCHEIN: Los alcaloides y sales de amonio dan precipitados
amarillos.

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

(6) Reactivo de SCHEIBLER: La solucién acidulada forma un precipitado blanco-grisaceo.

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

blanco-grisaceo.

Hay que mencionar que para el caso del reactivo de HAGER (acido picrico) debido a su baja
sensibilidad, cuando da una reaccidn negativa y todas las demas positivas, este resultado se

puede descartar; considerando positiva la presencia de alcaloides en la muestra.
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4.6.2 Determinacién de Saponinas.
Fundamento

La deteccidn de saponinas en extracto de plantas se lleva a cabo con una técnica de
disoluciones seriadas en la cual se determina el punto final por una estimacién visual de la

hemolisis de los gldbulos rojos de sangre humana.

La determinacion esta basada en el aprovechamiento de la capacidad hemolitica de las
saponinas sobre eritrocitos. Se emplea un método de microtitulacion en el cual se pone en
contacto un extracto metandlico de la muestra resuspendido en solucion salina, con los

eritrocitos sensibilizados de sangre humana (Sotheeswaran, 1988; Girdn, 1992).
Material y reactivos

» Solucion anticoagulante

= Solucioén salina al 0.9% preparada con agua desionizada

» Solucion de metanol R.A. y agua destilada al 85% (v/v)

= Sangre humana tipo O, Rh +

= Alcohol etilico desnaturalizado

» Tripsina de pancreas de bovino (Sigma T-8128 Tipo Il) al 0.1% en solucién salina al
0.9%

» Solucién estandar de saponinas a 0.5% (1:1) Digitonina y quijalla en solucion salina a
0.9%

= Microtiter kit (Cook Eng-Alexander Virginia USA)

= Extractor de grasa Glodfish, LABCONCO

= Cartuchos de celulosa Whatman 22 x 88 mm

» Rotavapor Buchi, 461, modelo RE-111

= Centrifuga Dynac

* |ncubadora bacteriologia Blue M

= Espectrofotdmetro COLEMAN, Junior II-A

» Tubos de centrifuga de 15 mL con graduacién

» Jeringa de 5 0 10 mL calibre 22

» Parrilla de agitacion y calentamiento
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= Matraz Erlenmeyer de 125 y 250 mL

*» Probeta de 100 mL

= Embudo de filtracién de talle cortd

» Filtros de vidrio de poro grueso

= Tubo Vacutainer de 6 mL con EDTA o citrato de sodio 0.1M
» Gasa

=  Curita
Procedimiento

- Preparacion de extracto

Pesar exactamente 3.75 g de la muestra finamente molida y desengrasada (menor a 5%) y
colocarla en un cartucho de celulosa, colocarlo en el portadedales del extractor de Goldfish,
la extraccion se realizara por 2 horas a una temperatura donde se observe un goteo
constante, empleando 50 mL de metanol:agua (85:15) como solucion extractora de las
saponinas. Una vez transcurrido el tiempo de extraccion se concentra a sequedad en el
rotavapor, a una temperatura no mayor a 65 °C, la muestra se predisuelve en solucién salina
0.9% vy se filtra con ayuda de vacio, empleando filtros de vidrio de poro grueso, se afora a 50

mL con la misma soluciéon al 0.9%.

- Preparacion de la sangre

Extraccion de sangre humana empleando una Jeringa de 5 o 10 mL calibre 22 y tubo
vacutainer, al terminar la extraccion colocar algodén impregnado con alcohol vy
posteriormente la tela adhesiva. Al tubo con sangre se mezcla suavemente para que haya
una correcta incorporacion de la sangre con EDTA. Transferir la sangre a tubos de centrifuga
para lavarla (3 veces) con solucion salina al 0.9% a 1500 rpm por 15 minutos, decantar el
liquido sobrenadante. Al terminar el tercer lavado se diluira el paquete de eritrocitos al 4% es
decir por cada mL de eritrocitos (paquete) se adiciona 24 mL de solucién salina 0.9% en caso

de la presencia de coagulos filtrar a través de una gasa.
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- Sensibilizacion de los glébulos rojos

A cada 10 mL de suspension de glébulos rojos al 4% se agregara 1 mL de tripsina al 0.1% y
se colocara en incubadora por espacio de 1 hora a 37 °C. (Agitar suavemente cada 15
minutos) Transcurrido el tiempo se centrifuga para eliminar la enzima sobrenadante y se
efectua tres lavados con solucién salina 0.9% a 1500 rpm por 15 minutos, decantar el liquido
sobrenadante. Después del ultimo lavado se mide el paquete de eritrocitos y se resuspende
al 5% por lo que por cada mL de paquete se afiade 19 mL de solucion salina 0.9%, colocar la
suspension en un matraz Erlenmeyer de 125 mL previamente efectuando una filtracion con

gasa.

- Ajuste de la suspension glébulos rojos

Se ajusta el espectrofotometro COLEMAN al 100% de T con solucion salina al 0.9% a una
longitud de onda de 620 nm. El ajuste de la suspension de eritrocitos, se toman 0.5 mL con
pipeta volumétrica (procurando que este lo mas homogénea posible), colocandolo en una
celda y se adiciona 2 mL de solucion salina 0.9% con pipeta volumétrica, se homogeneiza
antes de introducir al espectrofotometro COLEMAN se diluye lo necesario hasta obtener una
lectura de 25 + 1 %T.

- Microtitulacion.

La microtitulacion se realiza en placa de tipo "U" y en cada pozo se coloca 50 pL
de solucién salina 0.9%. Se llena el microdilutor con 50 yL del extracto problema o del
estandar de saponinas y se realizan las diluciones sucesivas desde el primer pozo (siguiendo

la hilera horizontal hasta donde se desee) y se elimina los 50 uL de la ultima dilucion.

Ya realizadas las diluciones pertinentes se colocan con el pipeteador de gota 50 pL de la
suspension de eritrocitos ya sensibilizados y ajustados se recomienda que en cada placa se
tenga una hilera de control negativo (solucién salina sangre ajustada) y otra positiva
de solucién salina 0.9% con estandar de saponinas al 0.5%.

Terminada la placa se rota en forma circular para homogeneizar y se coloca en la incubadora
por 1 horaa 37 +1 °C.
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- Lectura

Para obtener el titulo de hemdlisis se observa empleando un espejo adaptado al dispositivo y
se localiza en la hilera horizontal de la placa el numero que corresponde al ultimo pozo
donde se aprecia la hemalisis y que resulta ser la minima cantidad de muestra que produce
lectura positiva de hemdlisis.

Calculos

1. Célculo para conocer la cantidad (g) de saponinas necesaria para preparar una
solucién estandar al 0.5%:

0.5 g Estandar 103 mg 8 1mL 8 10° pg 5 pg saponinas
100 mL 1g 103l ~ 1mg 1L

2. Calculo para conocer la concentracion inicial del estandar en el pozo 1:

5 |g sap
X —— = =
50 uL 1ol 250 pg sap = E

3. Calculo para conocer la concentracién del titulo minimo para que se realice la

hemolisis de los eritrocitos en la muestra estandar: Titulo de 7

Férmula: Concentracion de extracto /2t

Doénde: t = titulo de la hemolisis

E 250 pg sap
(?) - ( 26

# Para la muestra los calculos son los siguientes:

> = 1.9531 pg de saponinas

1. Concentracion inicial de saponinas en el extracto:
3.75 g de muestra / 50 mL de metanol =

0.0750 g o 1000mg  75mg de muestra
mL g Muestra 1000 pL

2. Concentracion de saponinas en el primer pozo de la placa:

75 mg de muestra

L X
S0u 1000 uL

= 3.75mg de muestra = E
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3. Calculo para conocer la concentracion de saponinas en el Titulo de 1

<E> (3.75 mg de muestra
%) =

= o1 ) = 1.875mg de sap

Se calcula en términos de % saponina.

( 1.9531 pg sap o 1 mg sap o 1gsap y 1000 mg de M) < 100
1.88 mg de muestra 1000 pg sap 1000 mg sap lgdeM

= 0.10% saponina
4.6.3 Taninos. ISO 9648-1988 con ligeras modificaciones

Fundamento

Dicha técnica se basa en la extraccion de taninos por agitacién con dimetilformamida,
seguida de una centrifugacion y adicion de citrato férrico amoniacal a una alicuota obtenida a
partir del sobrenadante obtenido de la centrifugacion; reduciendo el ion férrico debido a los
polifenoles con la posterior formacién de un complejo colorido en condiciones alcalinas, el
cual es cuantificado espectrofotométricamente a una longitud de onda a 525 nm. Se
determina el contenido de taninos usando una curva de calibracion preparada utilizando
acido tanico (1SO-9648, 1988).

Material y reactivos

» Balanza analitica digital (Sartorius analytic)

= Parrilla multiple con agitacion THERMOLINE, Mod. 340.
= Centrifuga IEC Clinical centrifuge

» Bafio de agua a 30 °C

» Vortex labline modelo super-mixer 1290

» Espectrofotometro Thermo-Scientific Genesys 10-S
» Vaso de precipitado 50 mL

» Pipeta graduada de 10 mL

» Pipeta volumétricas de 1 mLy 5 mL

» Tubos de ensaye

» Dimetil-formamida (DMF) al 75%
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» Acido Tanico al 0.2%
= (Citrato férrico amoniacal 3.5 g/L
» Hidréxido de amonio 0.8 g NHzen 100 mL

Procedimiento

Se pesa de 0.5 a 1.0 g de muestra y se pone en un vaso de precipitados de 50 mL. Se
agrega 20 mL de dimetilformamida al 75% y se pone en el agitador magnético multiple
durante 1 hora con agitacion constate. Transcurrido el tiempo establecido se centrifuga a
3000 RCF por 10 minutos. Se toma 1 mL del extracto anterior y se deposita en un tubo de
ensaye, se adiciona 5 mL de agua destilada, 1 mL de citrato férrico amoniacal y 1 mL de
soluciéon de amoniaco; se agita y se deja reposar durante 10 minutos en un bafio de agua a
30 °C. Transcurrido el tiempo establecido leer la absorbancia a 525 nm, elaborando un
blanco de la misma manera, sustituyendo el mililitro de la solucidn de citrato férrico

amoniacal por agua destilada.

- Curva patrén

Se prepara 8 disoluciones de acido tanico, agregando 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 mL de la solucién
de acido tanico y aforando a 25 mL con dimetilformamida al 75%. Se toma 1 mL del extracto
anterior y se deposita en un tubo de ensaye, se adiciona 5 mL de agua destilada, 1 mL de
citrato férrico amoniacal y 1 mL de solucion de amoniaco; se agita y se deja reposar durante
10 minutos en un bafo de agua a 30 °C. Transcurrido el tiempo establecido leer la

absorbancia a 525 nm y utilizar como blanco el tubo que tiene con 0 mL de acido tanico.
Célculos

Se realiza la curva de calibracion de acido tanico (Anexo |V) de mg acido tanico (abscisas) vs

absorbancias (ordenadas) e interpolar el contenido de taninos de cada muestra.

mg ac.tanico  2mg ac.tanico X 1mlL
mL B 25mL

mg ac.tanico Absorbancia — ordenada al origen

mlL pendiente

/
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% Tani _(mgéc.taniw)( 1lg >( 25mL )x100
o ammos = 1mL 1000 mg/ \g Muestra

4.7 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en las metodologias se realizaron minimo por triplicado y se
expresaron como valor promedio + desviacidn estandar, con un coeficiente de variacion <
5%. Para el analisis estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS (versién 15.0). Los
datos se analizaron mediante una prueba F (Fischer) con un nivel de significancia de 0.05
(0=0.05), para conocer si habia homogeneidad de varianza entre grupos o no habia
homogeneidad. La comparacion se realizé, utilizando la prueba de t de Student con un nivel
se significancia de 0.05 (a=0.05) a dos colas, la cual sirve cuando el tamafio de la muestra es
pequefio (< 30 datos), estimando la media de una poblacién y determinando si hay
diferencias entre las medias de dos poblaciones. Las diferencias significativas fueron

consideradas cuando los valores de P < 0.05.

Se utilizé la prueba t de Student (prueba de hipdtesis para la diferencia entre las medias de
dos poblaciones) para las determinaciones del analisis bromatologico, bromatologia
complementaria y taninos, para saber si habia diferencia significativa del lugar de

procedencia de las muestras analizadas.

Los resultados de saponinas, al tratarse de datos no paramétricos, fueron tratados con una
prueba de Mann-Whitney (prueba de hipotesis para la diferencia entre las medianas de dos

poblaciones) con un nivel de significancia de 0.05 (a=0.05).



5. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presenta los resultados de la humedad original (Tabla 4) que al realizar su
determinacion, permitié el acondicionamiento del material bioldgico, la cual nos indica un alto
contenido de humedad original de las dos muestras de cebollita mexicana, pero esta por
debajo de los valores de humedad reportados en la literatura de 86 a 93% (Rodriguez et al.,
2009; Rothman y Dondo, 2014). Este contenido de humedad representa la cantidad de agua
que tiene cada muestra en fresco o como se consume habitualmente. Por lo que presentan
un contenido mayor de materia seca con respeto al intervalo reportado de 7 a 15% en el
género Allium (Brewster, 2001). Las dos muestras analizadas se compararon mediante un
analisis estadistico (t de Student) y presentan diferencia estadistica significativa, conteniendo
mayor porcentaje de humedad la del Estado de México, esta diferencia depende de muchos
factores, uno tan simple como el tiempo de la adquisicion con referencia a su cosecha
(Hume, 1971).

Tabla 4. Determinacion de humedad original de ambas muestras de cebollita mexicana
(Allium kunthii) @

Procedencia (9/100 g Muestra)
Edo. de México 82.92+0.49 *
Chiapas 81.61+0.81°

? Se muestran valores promedio + desviacion estandar (n=3)
Letra mayuscula diferente como superindice dentro de la columna indica
diferencia significativa (P <0.05)

5.1 Analisis bromatolégico

En la tabla 5 se muestran los resultados del analisis bromatologico de las respectivas
harinas que corresponden a base humeda y haciendo calculos (Anexo |) es factible
expresarlas en la muestra original (fresca), con la finalidad de comparar con los datos
reportados en la literatura. El contenido de proteina de las dos muestras, respeto al material
en fresco, se encuentra en el intervalo reportado para esta hortaliza de 1 a 2% (Brewster,
2001) e igual con otros datos reportados en cebolla (Allium cepa) entre los valores de 1.1 a

1.4% (Guerrero, 2011; Akash et al.,, 2014). Con respeto al contenido de grasa cruda se
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encuentra por debajo del genero Allium en fresco y a lo reportado en cebolla (fresco) de 0.1 a
0.2% (Brewster, 2001; Rothman y Dondo, 2014) para las dos muestras de cebollitas. En
tanto el contenido de fibra cruda no hay datos reportados en la literatura del género Allium y
en particular en la cebolla (Allium cepa) para producto fresco, y no se puede hacer
comparacién alguna. El contenido de cenizas en producto fresco para las dos cebollitas
mexicanas es menor al porcentaje reportando frecuentemente en el género Allium de 0.6 a
1.0% (Brewster, 2001) aunque en otro estudio en cebolla de Tenerife se encuentra por arriba
0.35% (Rodriguez et al., 2009.). En cuanto al porcentaje de hidratos de carbono es mayor al
reportado en la literatura del genero Allium y otras cebollas de 5 a 12% (Brewster, 2001,
Pérez-Lizaur et al, 2008; Rothman y Dondo, 2014).

Tabla 5. Analisis bromatolégico de ambas muestras de cebollita mexicana (Allium

kunthii) 2
Determinaciones Procedencia
(9/100 g Muestra) Edo. de México Chiapas
Base Hiimeda Base Original | Base Himeda  Base Original
Humedad 5.99+0.10 82.92 +0.49 12.59+£0.34 81.61 +0.81
Cenizas 2.69 + 0.04 0.49 £ 0.01 2.64 +0.003 0.56 +0.01
Proteina cruda® 6.23 £0.29 1.13+£0.05 5.75+0.11 1.21 +£0.02
Grasa cruda 0.48 £0.03 0.09 +0.01 0.17+0.07 0.04 +£0.01
Fibra cruda 5.22+0.07 0.95+0.01 5.66+0.24 1.19+0.05
Hidratos de carbono® 79.39 14.42 73.19 15.39

* Se muestran valores promedio + desviacion estandar (n=3)

® Proteina cruda =N X 6.25

“Hidratos de carbono calculados por diferencia (método Weede)

Con respeto al analisis bromatolédgico de las harinas (Base humeda) se puede observar en la
tabla 5 que existe una diferencia en el porcentaje de humedad de las dos muestras de
cebollitas mexicanas analizadas, siendo mayor la proveniente de Chiapas. Para contrastar de
forma mas adecuada los resultados obtenidos del andlisis bromatoldgico, es necesario
expresarlos en base seca, con el fin que la diferencia de humedad no influya el contenido de
nutrimentos. La tabla 6 presenta los resultados del analisis bromatoldgico en base seca, los
cuales se compararon mediante un analisis estadistico (t de Student) y con lo reportado en la

literatura; para poder evaluar la composicion quimica de la cebollita mexicana.
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Tabla 6. Analisis bromatolégico de ambas muestras de cebollita mexicana (Allium
kunthii) 2

Base Seca
(9/100 g Muestra)
Procedencia

Cenizas Proteina Grasa Fibra Hidratos de
cruda® cruda cruda carbono ©
Edo. de México 2.86+0.04* 6.63+0.31* 0.51+0.03* 5.55+0.08" 84.45
Chiapas 3.02+£0.01° 6.58+0.13*  0.19+0.08®  6.47+0.28" 83.73

* Se muestran valores promedio + desviacion estandar (n=3)

®Proteina cruda =N X 6.25

“Hidratos de carbono calculados por diferencia (método Weende)

Letra mayuscula diferente como superindice dentro de la misma columna indica diferencia significativa (P < 0.05)

Con base en los resultados del analisis estadistico, el contenido de proteina en las dos
muestras de cebollita mexicana no presentan diferencia estadistica significativa y comparado
con lo reportado en la literatura con dos diferentes especies de cebollas (Allium cepa y Allium
scaposum) es menor su contenido, ya que reportan una concentracion significativa de
proteina de 10 a 12% (Vella y Villafuerte, 2009) por lo que la cebollita mexicana en la forma

que se consume no se puede mencionar como fuente de proteina.

El extracto etéreo (grasa cruda) se resalta que para el caso de cebollita mexicana procedente
de Chiapas, este componente tuvo un CV >> 5% ya que fue de 41.18%, 40.0% y 25% en
base humeda, base seca y muestra original respectivamente, porque la cantidad de grasa
fue muy reducida y con base a lo reportado en la literatura el porcentaje de extracto etéreo es
muy bajo, por lo que se obtienen cantidades muy pequefas, que con un poco de variacion
los resultados se exacerban mucho, por lo que se aceptd un coeficiente de variacién alto.
Contrastando con la cebollita mexicana procedente del Edo. de México que también tiene un
C.V.>5% que fue de 6.25%, 5.88% y 11.11% en base humeda, base seca y muestra original
respectivamente, por lo que no obstante esta variacidn en los resultados de este parametro,
indica que hay diferencia estadistica significativa entre las dos muestras analizadas, y
comparando con base a los datos reportados, estan en inferiores concentraciones a otras

cebollas que poseen de 0.66 a 0.79% de extracto etéreo, y es debido a que este
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macronutrimento es utilizado casi en su totalidad al inicio de su ciclo de vida y dependera de
cada especie (Vella y Villafuerte, 2009).

En cuanto al porcentaje de cenizas hay diferencia estadistica significativa de las cebollitas
mexicanas, esto implica que su procedencia hay variacion de las condiciones agrondmicas
(pH, clima, riquezas minerales del suelo, etc.) y discrepa a que mayores porcentajes de
materia seca el valor de cenizas es mas alto (Brewster, 2001) ya que de datos reportados en
cebolla, el porcentaje de cenizas es de 4.66 a 6.42% con menor porcentaje de materia seca
(Vella y Villafuerte, 2009) por lo que el porcentaje de ceniza de la cebollita mexicana es

menor a lo reportado en el trabajo mencionado.

El contenido de fibra cruda, se puede apreciar que hay diferencia estadisticamente
significativa entre las dos muestras de cebollita mexicana, esto debido a la procedencia de
cada una de las muestras analizadas, asi como al estado agronémico, geografico y tipos de
suelo, donde se encuentran (Hume, 1971). No hay reportes de composicion de fibra cruda de

cebollas en la literatura por lo tanto no hay referencia de comparacion.

Se puede observar en la tabla 6 que el macronutrimento mayoritario son los hidratos de
carbono debido a la estructura fisica de los bulbos de las cebollas, que poseen gran cantidad
de hidratos de carbono (sacaridos, almidén, fructanos, etc.) que son empleados como
reserva y energia de desarrollo, el cual influye en la proporcion de los macronutrimentos
(Brewster, 2001). No se compard el contenido de hidratos de carbono, debido a que el
analisis bromatoldgico se basé en el esquema de Weende, donde se obtuvo este valor por
diferencia y por lo tanto no se puede hacer un analisis estadistico, pero se observan valores
similares en las dos muestras de cebollitas mexicanas. En cuanto a lo reportado en la
literatura se encuentran en mayor porcentaje de hidratos de carbono a otras cebollas que
poseen del 72 a 77%, debido a que depende mucho del contenido de materia seca, que

puede variar en gran medida de la plantacion (Brewster, 2001; Vella y Villafuerte, 2009).

5.2 Bromatologia complementaria

Debido a que se cuenta con poca informaciéon quimica sobre esta especie de cebolla se

realizd la bromatologia complementaria, determinando algunos parametros alimenticios de
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interés nutrimental como son el contenido de fibra dietaria total, la proteina verdadera vy la

cuantificacion de su contenido energeético.

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de la bromatologia complementaria de las
respectivas harinas (base humeda) realizada a las cebollitas, y es factible expresarlas en la
muestra original (Anexo 1) con la finalidad de comparar con los datos reportados en la

literatura.

Tabla 7. Bromatologia complementaria de ambas muestras de cebollita mexicana
(Allium kunthii)

Procedencia

Determinaciones Edo. de México Chiapas
Base Himeda Base Original @ Base Humeda  Base Original
Fibra Dietética Total (FDT)* = 16.61 +0.05 3.02+0.01 17.33+£0.26 3.64 +0.06
Proteina Verdadera ® 3.97+0.19 0.72 + 0.04 2.55+0.03 0.54 +0.01
Energia gruesa (EG) ** 17.46 +0.76 3.17£0.13 17.08 + 0.79 3.59+0.01
Contenido calorico 14.83 2.70 14.54 3.06
(Experimental)
Contenido calorico (Teorico) ¢ 13.94 2.53 12.75 2.68

* Se muestran valores promedio = desviacion estandar (n=3); Resultados expresados en g/100 g muestra.
® Proteina cruda = N X 6.25

“Bomba calorimétrica

4 Resultados expresados en kl/g

¢ Calculadas con las formulas correspondientes (1, 2) de Anexo III

El contenido de fibra dietética total (FDT) es mas alto en las dos muestras analizadas de
cebollita mexicana que a otros datos reportados en la literatura que estan entre los valores
de 1.68 a 1.9% en producto fresco para cebollas (Pérez-Lizaur et al, 2008; Rodriguez et al.,
2009). Se observa que el contenido de FDT es aproximadamente el triple del contenido de
fibra cruda en las mismas muestras, ya que la cuantificacion de fibra dietética total incluye la
suma de la fibra soluble y la fibra insoluble. La fibra insoluble es equivalente a la fraccion
obtenida en el analisis bromatoldgico que corresponde a la fibra cruda y constituye del 20 a
50% de la fibra dietética total (Miranda, 2010).

El contenido de proteina verdadera no hay datos reportados en la literatura de la cebolla

(Allium cepa) para producto fresco y no se puede hacer comparacién alguna pero entre
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ambas muestras el contenido de proteina verdadera es mayor la de procedencia del Estado
de México, y esto depende del tipo de suelo, contenido de nitrogeno y condiciones

ambientales de su lugar de procedencia; asi como de factores endégenos.

Con respeto a la determinacion de contenido caldrico, se muestra en la tabla 7, la energia
gruesa (EG) o bruta, se asume que es la energia determinada en la bomba calorimétrica y da
el maximo potencial energético de un alimento (calor de combustion). También se muestran
los valores de contenido calérico experimental (CCE) y contenido calérico tedrico (CCT) que
son términos energéticos bioldgicos calculados de acuerdo a formulas (Anexo I1l) que nos
indican el valor energético potencial del alimento como fuente de energia basandose en su

composicion nutrimental (Bowman y Russell, 2003).

Para contrastar de forma mas adecuada los resultados obtenidos de la bromatologia
complementaria, es necesario expresarlos en base seca, con el fin que la diferencia de
humedad no influya el contenido de nutrimentos; y asi en la tabla 8 se presenta los
resultados de la bromatologia complementaria en base seca, los cuales se compararon

mediante un analisis estadistico (t de Student) y con lo reportado en la literatura.

Tabla 8. Bromatologia complementaria de ambas muestras de cebollita mexicana
(Allium kunthii) en base seca.

Determinaciones

Fibra Dietética Proteina Energia gruesa Contenido calérico  Contenido calérico

Procedencia gy (FDT)*  verdadera® (EG) * (Experimental) % (Teérico) %
Edo. de 17.67 +£0.05*  422+020"  18.57+0.80" 15.78 14.83
México
Chiapas 19.83+0.30°  2.92+0.04°  19.54+091" 16.63 14.59

* Se muestran valores promedio + desviacion estandar (n=3); Resultados expresados en g/100 g muestra.

® Proteina cruda = N X 6.25

“Bomba calorimétrica

4 Resultados expresados en kl/g

¢ Calculadas con las formulas correspondientes (1, 2) de Anexo 11

Letra mayuscula diferente como superindice dentro de la misma columna indica diferencia significativa (P < 0.05)

Con base en los resultados del analisis estadistico, el contenido de fibra dietética total (FDT)
en las dos muestras de cebollita mexicana presentan diferencia estadistica significativa, con
un valor mayor la proveniente de Chiapas, por lo que el contenido de FDT depende mucho
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del contenido de materia seca, que varia en gran medida del cultivo (Brewster, 2001) el cual
la cebollita mexicana proveniente de Chiapas contiene mas materia seca y por lo tanto mayor
FDT. Comparado con lo reportado en la literatura es mayor el contenido de FDT de Allium
kunthii, con respeto a una tesis con dos diferentes especies de cebollas (Allium cepa y Allium
scaposum) ya que reportan una concentracion de FDT de 10.44% y 5.66% respectivamente
(Vella y Villafuerte, 2009) y en otra tesis reportan una concentracion de 16.83% en cebolla
morada (Guerrero, 2011). Por lo que la cebollita mexicana se puede mencionar como una
buena fuente de fibra dietética total, ya que la ingesta diaria recomendada para individuos

esta reportada de 20 a 30 gramos en base seca (Eastwood, 1992).

El contenido de proteina verdadera presenta diferencia estadistica significativa para las dos
muestras de cebollita mexicana, teniendo un mayor valor la proveniente del Estado de
Meéxico y de acuerdo a la comparacion de valores de proteina verdadera y proteina cruda o

total, se observa que el contenido de proteina verdadera es muy bajo.

Para poder ilustrar la comparacion de este macronutrimento y poder evaluar la cantidad
proteinica de la cebollita mexicana, se expresa el nitrogeno proteinico y el nitrégeno no
proteinico en forma de grafica de pastel (figuras 7 y 8) donde se observa mejor esta
comparacién. Se observa el caso de la cebollita mexicana del Estado de México, es
ligeramente la mayoria nitrdgeno proteinico (aproximadamente dos tercios del nitrégeno
total) en comparacion con la cebollita mexicana de Chiapas, que el nitrégeno proteinico es

inferior que la mitad del nitrégeno total.

Nitrogeno Total (Edo. de Mexico)

36%

B Nitrogeno proteinico
(NP)

Nitrogeno no
proteinico (NNP)

Figura 7. Presentacion que muestra el desglose del Nitrégeno total; obteniéndose el NNP
por diferencia y de acuerdo al analisis en base seca.
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Nitrogeno Total (Chiapas)

B Nitrogeno proteinico
(NP)

Nitrogeno no
proteinico (NNP)

Figura 8. Presentacion que muestra el desglose del Nitrégeno total; obteniéndose el NNP
por diferencia y de acuerdo al analisis en base seca.

Esta diferencia se debe a sus lugares de procedencia en particular a las condiciones
agronomicas: tipo de suelo, contenido de nitrégeno y condiciones ambientales (Hume, 1971).
Los anteriores resultados expresan que la cantidad de proteina con relevancia nutritiva es
muy pequefia como para evaluar su calidad; por lo tanto es relevante el contenido de
nitrdgeno no proteinico ya que indica la presencia de otros compuestos nitrogenados que

pueden pertenecer a precursores del aroma y sabor o factores toxicos como alcaloides.

En cuanto a la determinacion de densidad energética, la energia gruesa de las dos muestras
de cebollita mexicana no presenta diferencia estadistica significativa. ElI contenido calérico
experimental (CCE) y contenido caldrico tedrico (CCT) no se compararon entre las muestras
de cebollita mexicana, debido a que se obtuvieron estos valores calculados y por lo tanto no
se puede hacer un analisis estadistico, y en la tabla 8 se muestra que la energia gruesa (EG)
es mayor que el contenido calérico experimental (CCE) y contenido caldrico tedrico (CCT) se
justifica porque el contenido caldrico tedrico y experimental se usa la disponibilidad biolégica
de los nutrimentos que aporten energia (hidratos de carbono, proteina y lipidos) con base al
analisis bromatoldgico y la energia gruesa no, por lo que la cantidad de energia que obtiene
el cuerpo del alimento es menor que la energia gruesa que determina el potencial energético
de un alimento (calor de combustion). Por lo anterior se calculé el contenido caldrico
experimental (Anexo Ill) que es una medida mas real del contenido energético del alimento,
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ya que contempla la energia bruta menos la energia que aporta la Fibra (fibra dietética total)
ya que el aparato digestivo del humano no utiliza la fibra como energia. Al igual se calcul6 el
contenido caldrico tedrico (Anexo lll) que nos indica el valor potencial del alimento como

fuente de energia basandose en su composicién nutrimental (analisis bromatolégico).

La cebollita mexicana tiene un valor alto de EG, CCE y CCT en producto fresco (tabla 7) en
comparacién con otros datos reportados de cebollas en fresco, que estan entre los valores
de 0.84 a 1.55 kd/g (Guerrero, 2011; Rothman y Dondo, 2014) porque tiene una porcion
considerable de hidratos de carbono digeribles, principal componente que aporta la energia
bruta, ya que el aporte por la proteina y grasa es reducido debido a los bajos niveles de estos
componentes. En tanto el contenido de EG, CCE y CCT en base seca de la cebollita
mexicana (tabla 8), no se puede hacer comparacién alguna con otras especies de cebolla,
ya que no hay datos reportados en la literatura de cebolla (Allium cepa) en base seca de EG,
CCE y CCT.

5.3 Factores toxicos naturales

Con respeto a la determinacion de los factores toxicos naturales que potencialmente pueden
estar presentes en la cebollita mexicana, se muestran en la tabla 9 los resultados obtenidos

de las respectivas harinas (base humeda) y en el producto en fresco (base original).

Tabla 9. Analisis toxicolégico de ambas muestras de cebollita mexicana (Allium

kunthii) @
Determinaciones Procedencia
(9/100 g Muestra) Edo. de México Chiapas
Base Humeda Base Original | Base Himeda  Base Original
Alcaloides Negativo Negativo Negativo Negativo
Saponinas 0.21 +£0.00 0.04 £0.00 0.42 +0.00 0.09+0.00
Taninos 0.26 £0.01 0.05 £0.002 0.22 +0.005 0.05 £0.001

* Se muestran valores promedio + desviacion estandar (n > 3)

Para realizar una comparacion mas adecuada de los resultados obtenidos del analisis
toxicoldgico, al igual que en el analisis bromatolégico y bromatologia complementaria, es

necesario expresarlos en base seca, con el fin que la diferencia de humedad no influya la
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concentracion de estos factores téxicos. La tabla 10 presenta los resultados del analisis
toxicologico en base seca, los cuales se compararon mediante un analisis estadistico (t de
Student) para el caso de taninos y una prueba de Mann-Whitney para el caso de las
saponinas debido a su naturaleza no paramétrica de sus valores, y con lo reportado en la

literatura.

Tabla 10. Analisis toxicolégico de ambas muestras de cebollita mexicana (Allium
kunthii) en base seca ?

Determinaciones (g/100 g Muestra)

i Alcaloides Saponinas Taninos
Procedencia
Edo. de Negativo 0.22+0.00"  027+0.01°
México
Chiapas Negativo 0.48+0.00°  0.26+0.01"

* Se muestran valores promedio + desviacion estdndar (n > 3)

Letra mayuscula diferente dentro de la misma columna indica diferencia
significativa (P <0.05)

Para el caso de alcaloides se realizd la determinacion semi-cuantitativa como prueba
presuntiva de la presencia de alcaloides, los resultados para esta prueba se muestran en el
Anexo Il, los cuales estuvieron abajo del limite de deteccidn del método aplicado, ya que en
los datos reportados en la literatura en el género Allium se encontraron concentraciones
significativas de alcaloides, dando resultados positivos las pruebas cualitativas de Mayer y
Wagner que son dos de los ensayos quimicos mas usados para detectar estos compuestos
(Adeniyi y Anyiam, 2004; Meriga et al., 2012); Sin embargo, el método utilizado en este
trabajo es una prueba mas robusta y estricta para esta determinacion de alcaloides,
probando con 7 reactivos para la presencia de alcaloides en vez de dos que pueden dar
falsos-positivos. Por lo tanto se rechaza la presencia de alcaloides en la cebollita mexicana e
igualmente con los resultados reportados en la literatura al género Allium, en particular en la
cebolla y no se puede hacer comparacion alguna por estar debajo del limite de deteccion del

método.

Con respecto al contenido de saponinas, con base en los resultados del analisis estadistico,

presentan diferencia estadistica significativa las dos muestras de cebollita mexicana, y con
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respeto a su concentracién se encuentran entre los valores reportados en la literatura de
0.09% en cebolla fresca (Mazza y Oomah, 2000) y en otro dato reportado de 0.0018% en
cebolla blanca fresca , por lo que no hay reportes que estas concentraciones causen un dafo
a la salud y todavia esta en discusion las cantidades maximas para poder categorizarlo entre

los factores toxicos (Lanzotti et al., 2012).

En la determinacién de taninos, con base en los resultados obtenidos del analisis estadistico,
las dos muestras de cebollita mexicana no presentan diferencia estadistica significativa y
poseen concentraciones muy bajas, que no causan dano a la salud, porque la toxicidad de
taninos se ha observado que presentan problemas de salud cuando se encuentran en
concentraciones arriba del 5%. Ademas se confirma su concentracion con lo reportado en la
literatura con diferentes muestras de cebollas (blanca, amarilla y roja) en base seca, reportan
concentraciones entre 0.18% a 0.37% en equivalentes de catequina (estandar de taninos)
por lo que la concentracidn de taninos de las muestras de cebollitas mexicanas estan en el

intervalo citado (Gorinstein et al., 2009).

En general la cebollita mexicana (Allium kunthii) no contiene concentraciones significativas
de los factores téxicos naturales mas representativos en el género Allium y en particular en la
cebolla (Allium cepa) por lo que con las determinaciones analizadas se puede considerar

como un recurso vegetal que puede ser ingerido con cierto grado de seguridad.
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Conclusiones

6. CONCLUSIONES

Se aportd informacién de la composicion quimica de la cebollita mexicana (Allium
kunthii) ya que hasta el momento no existe datos al respeto, de dos colectas

analizadas que se cultivan en el pais.

En el analisis bromatoldgico se presentd diferencia significativa entre todos los valores
a excepcion de proteina, para la cebollita mexicana del Estado de México y Chiapas; y

su componente mayoritario en ambas fueron los hidratos de carbono.

Respecto al contenido de proteina se observa que no todo el nitrégeno corresponde a
este nutrimento ya que hay un valor significativo de nitrégeno no proteinico (NNP). Por
lo que no se considera a la cebollita mexicana como fuente de proteina y debe

consumirse con otros alimentos en la dieta que suplemente este nutrimento.

Se obtuvo un contenido mayor de fibra dietaria total (FDT) de 18.57 a 19.54% en la
cebollita mexicana (base seca) con respeto al reportado en la cebolla comun (Allium
cepa L.) de 10.44 a 16.83%, por lo que se puede considerar a la cebollita mexicana

como una buena fuente de este nutracéutico.

Respeto a los factores tdxicos naturales en las cebollitas analizadas, poseen una
concentracion relativamente muy baja, por o que su consumo no representa ningun

riesgo a la salud por ingesta, para la alimentacion humana.

De acuerdo al presente estudio se puede considerar a la cebollita mexicana un
adecuado alimento en la complementacion de la dieta; sin embargo, se demostré que
definitivamente hay variacion en la composicién quimica y toxicoldgica, de acuerdo al
lugar de su procedencia, ya que hay factores intrinsecos y externos que afectan su

composicion.
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Anexo |

Todas las determinaciones analiticas (bromatoldgicas y toxicolégicas) se realizaron en el
material biolégico en forma de harinas (base humeda) a excepcién de la humedad original, y
se pueden presentar los valores en producto fresco (base original) y en 100% de solidos

totales (base seca).
% Solidos totales (ST) = 100% — % Humedad de la muestra

Se expresa el contenido de proteina en base seca a partir de las harinas (base humeda). Se

presenta un ejemplo de calculo:

Cebollita mexicana (Edo. de México)

* % Humedad = 5.99
. OA) PrOteI'na base humeda = 623

Solidos totales (ST) = 100 — 5.99 = 94.01% ST

PrOteinabase humeda
% ST

ProteinQpgse seca = ( ) X 100% ST

6.23% proteina

94.01% ST ) % b proteina

Proteinaygse seca = (

Si se quiere expresar el contenido de proteina en producto fresco (base original) a partir de

100% ST (base seca) se presenta un ejemplo de calculo:

Cebollita mexicana (Edo. de México)

* % Humedad = 82.92
. OA) Protellna base seca = 663

Solidos totales (ST) = 100 — 82.92 = 17.08% ST

Proteinapgse originat = (% Proteinaygse secq X % ST) / 100% ST

Proteinaygse origina = (6.63% proteina X 17.08% ST) / 100% ST = 1.13% proteina
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Determinacion semi-cuantitativa de Alcaloides

Tabla 11. Determinacion de alcaloides cualitativa

Anexos

Reactivo Precipitado Resultado
Edo. de México Chiapas
Fraccion A Fraccion B Fraccion A Fraccion B

Mayer Blanco - - -
Wagner Marrén - - -
Dragendorff: Anaranjado-marron. - - -
Sonnenchein Amarillos - - -
Hager Amarillo - - -
Scheibler Blanco grisaceo - - -

Acido Silico Tugstenico

Blanco grisaceo

+ Reaccion positiva; presencia de precipitado

- Reaccion negativa; ausencia de precipitado
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Anexo lll

Determinacion de densidad calérica

Curva de calibracion de contenido
calorico
o 12
‘3 10 @ Curva de calibracion
§ ° /0/"/._
2 5
- y =0.505x + 0.1671
é" 4 0/ R? = 0.9984
£ 2 0/
‘g O T T T 1
= 0 5 10 15 20
Contenido calorico (KJ)

1g acido benzobico = 26454.3 Joules = 26.45 kJ
4.1868 kJ = 1 kcal

k] = gramos de acido benzdico * 26.45

Lectura del galvinometro — b

k tra =
J enmuestra peso de muestra (g)

kJ _ k] en muestra

g muestra  Muestra (g)

1) Contenido calérico (Experimental)
(CCE)
%CCE = EG — (16.8F X % Fibra dietetica total)

k
= %CCE = ]/ g muestra

*  Energia gruesa (EG) = k]/g muestra
. k

=  Factor de conversion (F) = ]/g macronutrimento
. ) _ g de macronutrimento

Porcentaje (%) = /g de muestra
2) Contenido calérico (Teérico)

(CCT)

%CCT = (17F X % proteina) + (16F X % CHO) + (37F X % grasa)

k
= %CCT = ]/g muestra

= Factor de conversion (F) = k]/g macronutrimento

y=39 de macronutrimento /

n ] 0
Porcentaje (% g de muestra



Determinacion de taninos. ISO 9648-1988

absorbancia

Curva patron de acido tanico

g i

&

@ Curva patron

y =1.2585x - 0.0062
R*=0.9997

0.2 0.3 0.4 0.5

0.6

Acido tanico (mg / mL)

SRS AP
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