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1- INTRODUCCION

La falta de disposicién de alimentos con adecuado contenido proteinico, los bajos
ingresos de una parte de la poblacion, entre otros factores, han originado problemas
graves de desnutricion proteinico-energética en zonas rurales de México (Instituto
Nacional de Salud Publica, 2012); situacion similar ocurre en la mayoria de los
paises de América Latina y el Caribe afectando principalmente a nifios que ingieren
una cantidad insuficiente de alimentos para satisfacer sus necesidades de energia
y nutrimentos, siendo la principal manifestacion el detrimento del crecimiento; es
decir, los niflos son mas pequefios en estatura y tienen menor peso que otros nifos
de la misma edad (FAO, 2013).

Los alimentos no convencionales de origen vegetal son recursos naturales
subutilizados que pueden ser nuevos recursos fitogenéticos para la alimentacion y
la agricultura. Tal es el caso del arbol conocido como moringa (Moringa oleifera),
ya que numerosos articulos de investigacion han detallado los beneficios de este
arbol reportando que las hojas son comestibles y con un alto contenido prteinico,
con un perfil de aminoacidos indispensables balanceado; ademas, ofrece un forraje
nutrimental para los animales de granja (Makkar, 1996; Reyes-Sanchez, 2006;

Yameogo, 2011).

En el mercado nacional se encuentran productos a base de hojas de moringa, que
se expenden aduciendo atribuciones excepcionales, tanto nutricionales como
terapéuticas; por lo cual se realizd un trabajo sobre la moringa intitulado
“Composicién bromatolégica, potencial nutrimental y contenido de factores toxicos,
entre las hojas de diferentes cepas de moringa (Moringa oleifera) que se cultivan

en el pais” (Herrera, 2012).

Dentro de los resultados mas relevantes se obtuvo un contenido de grasa mayor del
5% y se confirmé el alto contenido de proteina (>20%); ademas de resultados
prometedores sobre la prediccion en la disponibilidad de la proteina, ya que en todas

las muestras se encontré una digestibilidad in vitro mayor del 70%. Referente a los



nutrimentos inorganicos y vitaminas, la mayoria de muestras tuvo un alto contenido
de calcio, hierro, vitamina C y un adecuado valor energético lo cual predice una

buena calidad nutrimental (Bamishaiye, 2011; Yamedgo, 2011; Herrera, 2012).

Sibien el trabajo previo mencionado indica que la moringa de acuerdo a los factores
toxicos evaluados, no presenta un riesgo a la salud para su consumo e incluso tuvo
una digestibilidad in vitro adecuada, es importante valorar la calidad nutrimental

con ensayos bioldgicos in vivo, ya que no se encuentran reportados en la literatura.

Por esta razén se evaluara la eficiencia proteinica de las muestras mediante
métodos quimicos como son perfil de aminoacidos y calificacion quimica, vy
mediante métodos biolégicos como relacidén de proteina neta, relacion de eficiencia
proteinica, energia digerible y digestibilidad aparente. Dichos parametros nos
proporcionaran la informacién necesaria para poder recomendar su uso como

fuente de proteina.



2 - OBJETIVOS

2.1- Objetivo general

El objetivo del presente proyecto es evaluar la calidad nutrimental proteinico-
energética de tres muestras de hojas de moringa (Moringa oleifera) que se cultivan
en distintas zonas del pais, utilizando métodos quimicos como son: perfil de
aminoacidos y calificacién quimica y métodos biolégicos como: relacion de proteina
neta, relacién de eficiencia proteica, digestibilidad aparente y energia digerible. Para

su posible uso como fuente de proteina.

2.2- Objetivos particulares

v" Determinar el perfil de aminoacidos de la proteina de moringa (Moringa
oleifera) mediante cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (CLAR) para

obtener la calificacion quimica (CQ).

v" Realizar dos ensayos bioldgicos: relacién de proteina neta (RPN) y relacién
de eficiencia proteinica (REP) para utilizar ambos parametros como criterio

de evaluacion de la calidad proteinica de las muestras de moringa.

v' Determinar el balance de nitrégeno y energético, utilizando las heces
recolectadas en la ultima semana del REP para obtener los parametros:
energia digerible (%ED) y digestibilidad aparente (Da) en las muestras de

moringa.



3- ANTECEDENTES

3.1- Aspectos generales de la desnutriciéon

De acuerdo a la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO), el hambre es la falta de uno o cualquiera de los elementos
nutritivos que son indispensables para salvaguardar la salud. La ausencia de uno
de ellos puede producir la muerte, esta definiciéon deja de lado al estado fisioldgico
relacionado al déficit alimentario, en donde se presenta el deseo de ansia de
consumir alimentos para satisfaccion del individuo y se enfoca a la satisfaccion de

las necesidades nutritivas para mantener un buen estado de salud (FAO, 1970).

La mayoria de los autores, se refieren al hambre y a la desnutricion como una misma
enfermedad, por lo que no es posible establecer alguna diferencia en el significado.
En la actualidad el concepto de desnutricion se refiere al resultado de la
subalimentacion, o de absorcion y/o uso bioldgico deficiente de los nutrientes
consumidos como resultado de repetidas enfermedades infecciosas. Comprende la
insuficiencia ponderal en relacion con la edad, la estatura demasiado baja para la
edad (retraso del crecimiento), la delgadez peligrosa en relacién con la estatura
(emaciacion) y el déficit de vitaminas y minerales (malnutricidn por carencia de
micronutrientes) (FAO 2015).

3.2- Causas de la desnutricion

La desnutricion no es solo el producto de una insuficiente ingesta alimentaria, sino
el resultado de una combinacion de factores socio — ambientales, como son:
pobreza extrema, falta de trabajo, analfabetismo, baja cobertura de saneamiento
ambiental, malas condiciones de vivienda, medio ambiente contaminado,

inequidades sociales, politicas sanitarias ineficaces entre otras (OMS, 1998).

Todos estos factores son particularmente prevalentes en paises que se encuentran

en vias de desarrollo, en donde también se ha observado incremento de esta



situacion en la poblacion infantil, debido a que el gasto requerido por el crecimiento

es muy alto y por ende muy dificil de satisfacer (Latham, 2002).

3.3- Clasificacion

3.3.1- Clasificacion de la desnutricién segun su etiologia

Desnutricion primaria: Es producida por una ingesta insuficiente, inadecuada,
desequilibrada o incompleta de nutrimentos. Este tipo de desnutricion es tipica en
los paises en vias de desarrollo y representa un problema grave debido a que causa
mas de catorce millones de muertes anuales en nifios menores de 5 afios (Muhoz,
2007).

Desnutricion secundaria: Es originada en alteraciones fisiopatolégicas que
interfieren cualquiera de los procesos de la nutricion, este tipo de desnutricion es
mas frecuente en paises industrializados y su caracteristica general es que se

mejora cuando se cura la enfermedad que le dio origen.

3.3.2- Clasificacion de la desnutricion segun su gravedad
En esta clasificaciéon se evaluan y establecen parametros con base a principios
clinicos:
e Magnitud de déficit pondoestatural: Definida por distintos criterios en donde
se obtienen relaciones peso/ talla de los individuos en estudio y son

comparados con la media de la poblacién.

¢ Velocidad de pérdida de peso: Es la variacién de peso en un lapso de tiempo
conocido y se expresa como un porcentaje del peso habitual o como

descenso de peso, se debe relacionar con el tiempo en el que ocurre.

e Signos y sintomas que presenta: La desnutricién es medida por una escala
de signos y sintomas clinicos tales como edema, dermatosis, higado

agrandado, alteraciones de los cabellos, valores de albumina sérica y



proteinas totales (Besada, 1999).

3.3.3- Clasificacion de la desnutricién segun su evoluciéon

Segun su evolucion, una desnutricion puede ser aguda o cronica, desde el punto de
vista clinico la desnutricion aguda es definida como procesos emancipados con
déficit de peso y la desnutricion crénica como procesos con déficit en talla
(Roggeiro, 2007).

3.3.4- Clasificacion de la desnutricion segun el tipo de carencia

Este tipo de clasificacidon se puede aplicar cuando se puedan identificar dos cuadros
clinicos bien definidos segun sea el déficit: energético — proteinico (marasmo) o sélo

proteinico (kwashiorkor) (Carmueg, 2000).

3.4- Desnutricién proteinico — energética

La deficiencia de proteinas produce en los nifios la enfermedad conocida como el
sindrome de kwashiorkor, que se presenta cuando, después de un periodo de
lactancia materna, los nifilos son destetados y pasan a una dieta deficiente en
proteina, ocasionando que se hinche el cuerpo y se produzca despigmentacién en

la piel y el cabello (Monckeberg, 1995).

La falta de alimento para satisfaccién de los requerimientos energéticos produce en
los nifios semiinanicion, nifios encogidos con musculos enflaquecidos y grave

deshidratacion producto de la diarrea crénica (Mufioz, 2007).
3.5- Situacion actual de la desnutricion en México
Existe una regla general sin excepcion: cuando hay desnutricion en una comunidad,

siempre hay nilos menores de cinco afos, y es que ademas de la alta demanda

energética inherente al crecimiento, para su alimentaciéon dependen de otras



personas, quienes la mayoria de las veces no tienen recursos econdmicos
suficientes o carecen de un nivel cultural suficiente para cumplir adecuadamente

con este rol (Roggeiro, 2007).

Se estima que en el mundo 178 millones de nifios menores de cinco afos tienen
desnutricion crénica (baja talla para la edad) que ha ocasionado 3.5 millones de
muertes (35% de la poblacion mundial infantil) (ENSANUT, 2012). La desnutricion
durante el periodo critico de la gestacion y los primeros dos afos de vida tienen
efectos adversos en el crecimiento, desarrollo mental, desempefio intelectual y
desarrollo de capacidades y origina retraso en crecimiento a través de las

generaciones como se observa en la Figura 1.

Retraso en el crecimiento infantil %

Bajo peso y estatura en adolescentes

Recién nacidos de bajo peso

Mujeres adultas con baja estatura
Embarazo

= 7

Figura 1. Factores de retraso de crecimiento a través de las generaciones.
(Roggeiro, 2007)

A pesar del desarrollo que se ha logrado en México, la desnutricion continua siendo
un problema de salud publica que debe atender el gobierno por sus efectos

adversos en la salud y en el desarrollo de las capacidades.

La Figura 2 presenta los resultados de las encuestas de salud nutrimental, en
México del periodo comprendido entre 1988 y 2012. Se observa la prevalencia de
tres formas de desnutricién: bajo peso, baja talla y emaciacion afectando
principalmente a la poblacién indigena infantil menor de 5 anos, como se observa

en la Figura 3 la baja talla es el principal reto a combatir.
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Figura 2. Prevalencia de las tres formas de desnutricién y sobrepeso en menores
de 5 afios en Méxic01988,1999,2006 y 2012.(ENSANUT, 2012).

PORCENTAJE
(] w - ul =]
o o o o O

=
=]

o

Indigenas No indigenas
E1988 M1999 2006 w2012

Figura 3. Prevalencia de desnutricién en menores de 5 afios, en hogares
indigenas y no indigenas de México 1988,1999, 2006 y 2012. (ENSANUT, 2012).

3.6- Proteinas

Las proteinas son cadenas de hasta 20 a-aminoacidos, los cuales le confieren
diferentes propiedades fisicas y quimicas. Las unidades de aminoacidos
individuales estan unidas mediante enlaces amida conocidos como enlaces
peptidicos. EI nombre “proteina” con que se conoce a estas sustancias, es derivado
de la palabra griega proteois, que significa de primera clase, pretende poner de

manifiesto su enorme importancia biolégica (Brownsell, 1999).



La escasez y la importancia que tienen como nutrimento han convertido a estos
compuestos en un gran foco de atencion; a pesar de la gran cantidad de nitrégeno
que se encuentra en el ambiente, el ser humano no es capaz de asimilarlo debido
a que se encuentra en forma elemental, y para la satisfaccion de sus necesidades
bioldgicas so6lo utiliza el nitrdgeno organico proveniente de los polipéptidos que
obtiene de su dieta (Fox, 2006).

La importancia que tienen estas moléculas radica en las distintas funciones
biolégicas en el organismo, dicha actividad permite clasificarlas en catalizadores
enzimaticos, proteinas estructurales, proteinas contractiles, hormonas, anticuerpos,

proteinas de reserva y proteinas protectoras (Brownsell, 1999).

Tabla 1. Analisis bromatoldgico de alimentos y forrajes expresado en base seca (g/100 g
de alimento)

Alimento/ Nutrimento Proteina Grasa Hidratos de Fibra Bruta Cenizas Totales
Carbono Totales
Carne de Cerdo magra 55.0 415 0.0 0.0 35
(promedio: lomo,
espaldilla)
Leche de vaca 27.3 27.3 38.8 0.0 6.6
(pasteurizada o cruda)
Huevo (entero fresco) 47.6 43.7 4.7 0.0 3.9
Teosinte (pulido) 24.4 2.8 71.4 0.5 0.9
12.9 34 78.1 3.9 1.7
Avena (grano entero)
Maiz ( amarillo grano 10.5 4.8 81.2 2.0 15
entero)
Amaranto (grano 14.7 8.2 66.6 7.6 2.9
entero)
Coliflor (fresca) 24.1 34 56.0 8.6 7.8
Haba (fresca) 26.7 1.1 58.3 10.9 2.9
27.5 5.7 47.3 9.5 10.1

Moringa (hojas)

Fuente: Woot - tsuen, 2001.



Las proteinas en los alimentos se pueden definir como aquellas que son: no toxicas,
nutricionalmente adecuadas, funcionalmente utiles y abundantes.
Tradicionalmente, la leche, la carne, los huevos, los cereales, las leguminosas, y
algunas semillas han constituido las fuentes principales de proteinas alimentarias.
Sin embargo, la sobrepoblacién aunado a los graves problemas de desnutricion ha
impulsado la busqueda de fuentes no tradicionales de proteina para la alimentacion
humana. La Tabla 1 presenta algunos alimentos y forrajes propuestos como fuente

de proteina.

3.7- Aminoacidos

Los aminoacidos son compuestos organicos nitrogenados relativamente sencillos,
cada aminoacido contiene un grupo amino (-NH2) y un grupo carboxilo (-COOH).
Los aminoacidos poseen una estructura que se representan por la formula general
CH-R-NH2-COOH, en donde la naturaleza de R determina las propiedades del
aminoacido. Los aminoacidos neutros son aquellos que contienen un grupo amino
y un grupo carboxilo, los aminoacidos basicos contienen mas de un grupo amino;
mientras que los aminoacidos acidos contienen un grupo amino y dos grupos
carboxilo (Fox, 2006).

Otra clasificacion es de acuerdo a la capacidad de sintesis del organismo, asi los
aminoacidos dispensables son aquellos que el organismo es capaz de sintetizar
mientras que los aminoacidos indispensables son aquellos que no pueden ser
sintetizados por el organismo y en consecuencia deben ser adquiridos por los
alimentos. En el caso de los adultos se conocen ocho aminoacidos indispensables,
mientras que en el caso de lactantes y nifios se incluye la histidina como noveno

aminoacido indispensable.

3.7.1- Aminoacidos indispensables en humanos (Belitz, 2004; Fox, 2006)

Histidina: Extraido en 1986 por Kossel and Hedin a partir de péptidos presentes en
pescado, la mayoria de las proteinas contienen aproximadamente 2 a 3% de

histidina, mientras que las proteinas de la sangre contienen 6%. La sintesis de este
10



aminoacido por el cuerpo es limitada, de manera que en los periodos de rapido
crecimiento como en la nifiez o infancia este aminoacido debe ser adquirido por la
dieta, aunque es considerado indispensable solo para nifios e infantes, existen
pruebas de la importancia para adultos. En el cuerpo la histidina se convierte en
histamina compuesto que dilata los vasos capilares y estimula la produccion de

acido en el estbmago.

Isoleucina: Extraido a partir de la proteina fibrina en 1904 por Erlich, se encuentra
presente en las proteinas de la carne y algunos cereales aproximadamente del 4 al
5 % y en las proteinas de la leche y el huevo en un 6 a 7%, participa en la sintesis

de hemoglobina y forma parte del musculo esquelético.

Leucina: Aislado de la lana y el musculo por Bracconot en 1820, se encuentra en un
7 a 10% en proteinas de origen animal (carne, leche y huevo). Las proteinas de los
cereales contienen cantidades variables (maiz: 12.7%, trigo: 6.9%), interactua con
los aminoacidos isoleucina y valina para promover la cicatrizacion del tejido

muscular y éseo.

Lisina: Aislado por E. Drechsel en 1889, a partir de la caseina, se encuentra
presente en un 7 a 9% en las proteinas de la carne, leche y huevo, las proteinas de
pescados y mariscos, tienen el contenido mas alto 10 a 11%. Este aminoacido se
encuentra en concentracion baja 2 a 4% en la mayoria de los cereales y es un
aminoacido limitante del valor biolégico de la mayoria de los vegetales. Se utiliza
para producir carnitina en el cuerpo, un aminoacido que transporta los acidos grasos

dentro de las células.

Metionina: Obtenido a partir de la caseina en 1922 por J. Miller, se encuentra
presente en proteinas de origen animal en concentracion del 2 al 4% y en las de
origen vegetal en un 1 a 2%, es un donador de grupos metilo en los procesos
bioquimicos. Constituye la principal fuente de azufre, el organismo puede sintetizar
cisteina a partir de metionina; la cual se utiliza para producir cistina que es uno de

los aminoacidos principales de la insulina.

11



Fenilalanina: Aislado en 1881 por E. Schulze a partir del altramuz, se encuentra
presente en la mayoria de las proteinas 4 a 5%, en el organismo es biotransformado
a tirosina; de tal modo que este aminoacidos se puede sustituir en la alimentacion
por la fenilalanina. En el organismo se utiliza para la sintesis de hormonas

adrenalina y tiroxina.

Treonina: Descubierto en 1935 por W. Rose, se encuentra presente en carne, leche
y huevo en concentracion del 4.5 a 5% y en los cereales 2.7 a 4.7%. Para las
proteinas de valor biolégico muy bajo la treonina es con frecuencia el aminoacido

limitante, participa en la formacion de colageno y elastina.

Triptéfano: Aislado en 1902 por F. Hopkins a partir de un hidrolizado de caseina
obtenido con enzimas pancreaticas. Se encuentra presente en cantidades
relativamente pequenas en las proteinas animales 1 a 2%, siendo aun menores en
los cereales < 1%. Desde el punto de vista bioldgico el triptéfano es de suma

importancia; ante todo como precursor del acido nicaético.

Valina: Aislado en 1879 por Schutzenberger, se encuentra presente en la proteina
de la carne y los cereales enun 5a 7% y en la leche y el huevo en un 7 a 8%, es
utilizado como fuente de energia por el tejido muscular y promueve la reparacion de

tejidos.

3.8- Requerimiento de aminoacidos indispensables y proteinas

De acuerdo a la FAO y a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 1985; el
requerimiento de proteinas de un individuo se define cémo: el nivel mas bajo de
ingestion de proteinas que equilibra las pérdidas de nitrégeno del cuerpo en
personas que mantienen el balance de energia en niveles moderados de actividad
fisica. En el caso de nifios, mujeres embarazadas o lactantes, se considera que los
requerimientos de proteina incluyen las necesidades asociadas con la formacion de

tejidos o la secrecidn de leche en proporciones compatibles con una buena salud.

12



Cuando la definicion anterior se generaliza a un sector de la poblacion, entonces se
denomina nivel seguro de ingestion y se expresa como la cantidad de proteina que
satisface o excede los requerimientos de casi todos los individuos del grupo
(FAO/OMS, 1985; Fox, 2006).

Tabla 2. Requerimientos de aminoacidos indispensables para distintos grupos de

poblacion (mg amino acido/ g proteina ingerido)

Aminoacido/ Grupo de Lactantes 3- Infantes 2- Jovenes 10- Adultos
poblacién 4 meses 5 afios 12 aiios
19 — —
Histidina 28 8-12
. 70 28 28 10
Isoleucina
) 161 66 44 14
Leucina
. 103 58 44 12
Lisina
- - 58 25 22 13
Metionina + cistina
I o 125 63 22 14
Fenilalanina + tirosina
. 87 34 28 7
Treonina
11
Triptéfano 17 3 3
35
Valina %3 25 10
742 339 216 91 -95
Totales

Fuente: FAO, 1985

Actualmente se considera que una ingestion diaria de proteina de 45 g o alrededor

de 0.75 g/kg de peso corporal de proteina de buena calidad con una utilizacion neta
de la proteina (UNP) de cuando menos 70%, debe mantener el equilibrio de
nitréogeno en la mayoria de los adultos. Las mujeres embarazadas requieren 6 g
adicionales de proteina por dia, mientras que los lactantes requieren de 11 a 16 g
adicionales por dia. Asi mismo se han determinado los requerimientos de
aminoacidos indispensables para distintos grupos poblacionales y éstos se
presentan en la Tabla 2 (FAO/OMS, 1985).

3.9- Calidad de la proteina
13



Tabla 3. Contenido de aminoacidos indispensables en algunos alimentos de origen

animal y vegetal (mg aminoacido/g de proteina)

Aminoacido  Huevo Leche Carne Moringa Berro Yuca Maiz Soya
(Gallina) (Vaca) (Res) oleifera (Nasturtium (Manihot (Zea (Glycine

(hojas) officinale)  sculenta) mays) max)

Histidina 22 27 34 29 30 24 36 N.D
Isoleucina 54 47 48 45 22 39 35 62
Leucina 86 95 81 87 68 82 87 79
Lisina 70 78 89 56 62 51 44 53
?ﬁegilsi?r:?; 57 33 40 32 7 18 37 16
Fenilalanina
(+ tirosina) 93 102 80 116 64 120 78 49
Treonina 47 44 46 46 28 42 3.7 37
Triptéfano 17 14 12 21 3 7 1.0 11
Valina 66 64 50 56 49 50 5.3 53

Fuente: Makkar et. al., 1997; Fox, 2006; Atamgba et. al., 2015; Latif et. al., 2015

N.D.= No Determinado

La calidad de los alimentos que contienen proteinas se establece en funcion del
contenido, cantidad y concentracién de aminoacidos indispensables que contienen
y la biodisponibilidad de éstas (el grado en el que las proteinas son digeridas y
absorbidas por el cuerpo). Los alimentos proteinicos de mayor calidad son aquellos
que proveen todos los aminoacidos indispensables en las proporciones que
necesita el ser humano. La Tabla 3, presenta el contenido de aminoacidos
indispensables en algunos alimentos. La proteina de origen animal (carne, leche,
huevo) se encuentra catalogada como de buena calidad; sin embargo su escasez y
costo en la mayoria de los paises en desarrollo ha originado la busqueda de
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alternativas viables para el consumo humano como recursos naturales vegetales,

levaduras y hongos (Fox, 2006).

3.9.1- Evaluacion de la calidad proteinica

Los métodos para evaluar la calidad de la proteina predicen su calidad nutricional
asi como su biodisponibilidad (digestibilidad y absorcién) para el crecimiento y el
mantenimiento celular mediante protocolos disefados para medir directamente o
estimar el contenido de aminoacidos indispensables en la proteina de prueba.

Dichos métodos se clasifican en: biolégicos (in vivo) y quimicos (in vitro).

Los ensayos biolégicos evaluan la calidad de la proteina mediante el seguimiento
del crecimiento y balance de nitrégeno en animales de experimentacion, indicando
que tan bien es metabolizada y utilizada por el cuerpo, mientras que los métodos
quimicos determinan la calidad proteinica mediante el analisis composicional de
aminoacidos indispensables en la proteina y la comparacién con algun patron de
referencia, la digestibilidad se calcula utilizando enzimas y condiciones similares a

la digestion en mamiferos (Dimes et al., 1994).

3.9.1.1- Métodos biolégicos

Los métodos bioldgicos se dividen en aquellos que miden el crecimiento (aumento
en peso) o bien, aquellos que evaluan el balance de nitrégeno. Los métodos: REP
y RPN son los mas utilizados en la evaluacion de balance de peso corporal, estos
métodos tienen la ventaja de observar la facilidad de digestién de la proteina de
prueba e indican indirectamente de la presencia de cualquier factor téxico en el

material a prueba (Pérez, 1998).
Para el balance de nitrégeno (N) los métodos mas utilizados son el valor biolégico

(VB) y la UPN. Para estos métodos se necesitan estudios de balance de nitrégeno,

en los que se hace una comparacion de la proteina consumida en un periodo de
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tiempo determinado y la pérdida corporal de nitrdgeno durante el mismo tiempo
(Brownsell, 1999; Fox, 2006).

3.9.1.2- Métodos quimicos

Perfil de aminoacidos

Existen distintos métodos para la determinacion de aminoacidos en las proteinas
alimenticias, todos ellos requieren la hidrdlisis de sus enlaces peptidicos seguido de

un analisis de la mezcla de aminoacidos resultante.

La hidrdlisis de las proteinas se realiza comunmente por tratamiento con acidos o
bases concentradas a temperaturas elevadas y tiempo prolongados. El analisis de
los aminoacidos se realiza mediante CLAR debido a la reproducibilidad y exactitud
del método (Brownsell, 1999).

Calificacion Quimica

En la calificacion CQ, se compara la cantidad de cada aminoacido indispensable
presente en la proteina en estudio con la cantidad del mismo aminoacido presente
en la proteina de referencia (composicion de aminoacidos de la leche humana o el
patrén de referencia de la FAO) con base a los requerimientos de preescolares de
2 a 5 afios (FAO/OMS/ONU), 1985 (Tabla 4).

La CQ sera designada por el aminoacido indispensable presente en menor
proporcion, el cual se conoce como aminoacido limitante. En la Tabla 5 se
presentan la CQ y el primer aminoacido limitante de algunos alimentos (Fox, 2006).
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Tabla 4. Requerimiento de aminoacidos indispensables para preescolares de 2 a 5 afios

(mg/ g de proteina)

Aminoacido esencial

Requerimiento (mg/g de proteina

ingerida)
Histidina 19
Isoleucina 28
Leucina 66
Lisina 58
Metionina + Cistina 25
Fenilalanina + Tirosina 63
Treonina 34
Triptéfano 11
Valina 35

Fuente: FAO/OMS/ONU, 1985.

Tabla 5. Calificacion quimica y primer aminodcido limitante de algunos alimentos

Alimento cQ Aminoacido limitante
Leche materna 100 Ninguno
Huevo entero 100 Ninguno
Soya 74 Metionina
Trigo 53 Lisina
Maiz 49 Triptéfano
Arroz 67 Metionina
Gelatina 0 Triptéfano

Fuente: Fox, 2006.
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3.10- Complementacion proteinica

La eficacia nutricional de las proteinas alimenticias no s6lo depende del equilibrio
entre los diferentes nutrimentos del régimen alimentario, sino también y de un modo
especial de la presencia de proteinas que sean complementarias entre si, es decir
que puedan compensar la deficiencia de aminoacidos indispensables presente

entre ellas.

Se considera que los aminoacidos azufrados son muy deficitarios en las
leguminosas, la lisina es el principal aminoacido limitante del conjunto de cereales

y el maiz es deficiente en triptéfano.

Cuando se conocen los aminoacidos limitantes de una proteina es posible corregir
éste déficit mediante la complementacion de proteinas entre si, el principio consiste
en asociar proteinas alimenticias que se complementen mutuamente, por ejemplo:
los cereales pueden ser suplementados eficazmente por pequenas cantidades ricas
en lisina: es decir proteinas de animales y leguminosas, la proteina de la soya
complementa de buena manera la deficiencia de lisina en el trigo (ver Tabla 5)
(Badui, 2006).

3.11- Digestibilidad aparente

La disponibilidad de las proteinas representa el grado de absorcién de los
aminoacidos constituyentes de la proteina por el organismo, los alimentos de origen
animal generalmente poseen buena disponibilidad mientras que los alimentos de

origen vegetal pueden tener un valor menor.

Esta relacionada con su contenido de fibra dietética, este compuesto aumenta la
excrecion de nitrégeno y reduce la biodisponibilidad aparente. En la Tabla 6 se
presenta la disponibilidad de algunos alimentos consumidos en México (Fox,
2006).
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Tabla 6. Digestibilidad aparente de algunos alimentos consumidos en México

Alimento Digestibilidad aparente (%)
Referencia ( huevo, leche materna) 100
Trigo refinado 101
Mantequilla de cacahuate 100
Chicharos 93
Arroz 93
Harina de avena 90
Trigo entero 90
Maiz 89
Frijoles 82

Fuente: Fox, 2006.

3.12- Calificacion de aminoacidos corregida por digestibilidad de la proteina

La calificacion de aminoacidos corregida por digestibilidad de la proteina (PDCAAS
por sus siglas en inglés) de una proteina en la dieta se calcula mediante la
comparacion de los aminoacidos de la proteina de prueba con un patron de
referencia. Cada aminoacido es evaluado en relacion con el patrén, y la
consiguiente calificacion se corrige con un coeficiente de digestibilidad de la
proteina. El o los aminoacidos limitantes en la proteina prueba, que se reflejan en

el menor valor del PDCAAS, determinan el resultado final.

El PDCAAS de la proteina de un alimento se obtiene de multiplicar el valor quimico
por su digestibilidad verdadera. El valor maximo del PDCAAS es 1y corresponde a

la proteina de la leche, el huevo y la soya (Darragh, 2000).
3.13- Requerimientos energéticos

La estimacién del contenido energético en los alimentos o dietas es indispensable
para estudios de metabolismo y balance de energia. Los nutrimentos se requieren
en primera instancia para aportar la energia necesaria en el mantenimiento normal

de las funciones vitales, como son: tasa metabdlica basal (TMB), termorregulacion
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y accion dinamica especifica (ADE), también denominada como termogénesis
alimentaria; ademas, deben suministrar la energia para la actividad fisica diaria
(Moreno, 2000).

El valor energético de los alimentos se mide en término de kilo Joule (kJ) o
kilocalorias (kcal) o, son unidades fisicas de calor, cada macronutrimento
(proteinas, grasas e hidratos de carbono) presente en el alimento aporta energia
para la utilizacién por el organismo; los valores experimentales se presentan en la
Tabla 7.

Experimentalmente se ha determinado que la cantidad de energia requerida es de
aproximadamente 1 kcal por kg de peso corporal y hora o de 1500 a 2000 kcal por
dia. No obstante la cantidad varia de acuerdo con el metabolismo de cada individuo.
Ademas de satisfacer las necesidades energéticas del cuerpo es necesaria energia

adicional para realizar el trabajo fisico- mental que la jornada de trabajo requiere.

Tabla 7. Valores de energia de Atwater

Nutrimento (kcal/g nutrimento)  (kJ/g nutrimento)
Proteina 4.0 17
Grasa 9.0 37
Hidrato de Carbono 4.0 17

Fuente: Kuklinski, 2003.

3.13.1- Densidad energética de los alimentos

Una forma practica de obtener la densidad energética de un alimento o dieta, es
utilizando el método directo con una bomba calorimétrica; sin embargo, hay que
tomar en cuenta que este dispositivo determina la energia liberada por la oxidacién
completa del alimento, mientras que en el cuerpo humano se realiza la oxidacion en
forma incompleta, en especial para el caso de las proteinas, ya que parte del
nitrogeno de las proteinas ingeridas es excretado como urea, acido urico y
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creatinina en la orina. Por lo tanto se puede asumir que la energia determinada en
la bomba calorimétrica, otorga el maximo potencial energético de un alimento (calor

de combustion), que por convencion se conoce como energia gruesa (EG) o bruta.

Actualmente se cuenta con dos tipos de bombas calorimétricas (balisticas y
adiabaticas) cada una con ventajas y desventajas. La bomba adiabatica es
recomendada para estudios finos que requieren exactitud, mientras que la balistica
es de uso practico, ya que la determinacion es relativamente rapida y sencilla.
Ambos equipos se fundamentan en la primera ley de la termodinamica: “La energia
en cualquier proceso fisico o quimico no se crea ni se destruye” en donde la energia

total sera la suma de las energias parciales (Bowman, 2003).

3.14- Moringa (Moringa oleifera)

3.14.1- Taxonomia y descripcion botanica

Este arbol es nativo de Asia y el norte de Africa, ha sido introducido y naturalizado
en algunas partes de la India, Pakistan, Afganistan, México, Peru, Paraguay y Brasil.
En algunas regiones del mundo la planta es conocida como: “arbol del rabano
picante”, “palillo de tambor”, “el mejor amigo de mama”, arbol del bien”, “marango”,
“arbol milagroso”, “arbol maravilloso”, “arbol de reseda”, “Angela”, “arbol de los
esparragos”, “arbol de purificacién”, (Figura 4) entre otros. Su taxonomia se

presenta en la Tabla 8.

Figura 4. Arbol de Moringa oleifera
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Tabla 8- Taxonomia de Moringa Oleifera

Especie Moringa oleifera
Género Moringa
Familia Moringaceae
Orden Brassicales
Clase Magnolipsida
Subclase Diileniidae
Division Magnoliophyta

Fuente: Anwer et. al., 2007

El arbol alcanza alturas desde los 5 hasta los 15 m. El tronco alcanza diametros
desde los 25 hasta los 30 cm, su corteza es blanquizca y sus raices ligeras y
gruesas; hojas alternas, pequefias, doble y triple pinnadas. Las flores se producen
en paniculos y son aromaticas. El fruto es alargado y triangular, contiene de 13 a 18
semillas. Las flores y los frutos aparecen dos veces al aio (Figura 5) (Anwar et al.,
2007).

Figura 5. llustracion botanica de Moringa oleifera
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3.14.2- Condiciones de cultivo

La moringa es una planta adaptativa, de facil cultivo, que se reproduce en cualquier
tipo de terreno (alcalinos hasta pH de 9), clima desde tropical hasta seco, alcanza
una altitud hasta de 12 metros, los tallos se desarrollan después de 6 a 8 meses de

haber sido plantada. (Ferreira et al., 2008).

3.14.3- Aspectos nutrimentales

Se ha reportado que casi todas las partes del arbol son buena fuente de proteina,
vitaminas (A, B, C, D, E y K), nutrimentos inorganicos (calcio, cobre, hierro, potasio,
magnesio, manganeso Yy zinc). Otras sustancias fitoquimicas como taninos,
esteroides y tripertenoides, flavonoides, saponinas, antraquinonas, alcaloides y
azucares reductores, también se encuentran presentes en la planta (Anwar et al.,
2007; Ferreira et al., 2008). En la actualidad las hojas de moringa han despertado
especial interés debido a que se reporta una cantidad considerable de proteina
(>20%) con aminoacidos indispensables como metionina, lisina y triptéfano, grasa
(>6%), antioxidantes (flavonoides y carotenoides), sustancias estrogénicas ([3-
sitoesterol), vitaminas (A, B, C) y nutrimentos inorganicos (fésforo, calcio, cobre y
hierro). (Anwer et al., 2007, Bamishaiye, 2011).

3.14.4- Formas de consumo

Las hojas de moringa, son comunmente consumidas como verduras en: sopas,
ensaladas, salsas y como encurtidos; pueden comerse frescas, cocidas o
almacenadas en forma de polvo seco, durante muchos meses, sin refrigeracion y al
parecer sin pérdida de valor nutritivo. En la India y Filipinas las hojas frescas son
usadas para preparar alimentos ricos en grasa, ya que al ser una buena fuente
natural de antioxidantes, es posible aumentar la vida util de los alimentos grasos.
(Bamishaiye, 2011; Shih et al., 2011).
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3.14.5- Introduccion y cultivo en México

El arbol de moringa forma parte de la horticultura nacional y se encuentra presente
en la costa del océano pacifico del pais en donde se utiliza con fines ornamentales,
sin embargo, con el desarrollo creciente del cultivo de moringa a nivel mundial por
sus atributos agroforestales, nutritivos y medicinales, se han traido especies
provenientes de Asia y Africa para su cultivo intensivo (Makkar et al., 1996, Anwer
et al., 2007).
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4- METODOLOGIA
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4.1- Acondicionamiento de la muestra

Se recibieron aproximadamente 3 kg de hojas secas de moringa provenientes de
los estados de Puebla, Michoacan y Oaxaca. Posteriormente se sometieron a
molienda fina en un molino Tomas Wiley Laboratory Hill Mod. 4 empleando una

malla de 1 mm de diametro.

4.2- Analisis quimico proximal
4.2.1- Humedad analitica (Anexo 9.1.1)

La técnica se fundamenta en el seguimiento del peso de la muestra sometida a
condiciones establecidas de presién y temperatura; la pérdida de peso sera debido
a la evaporacién del agua contenida en la muestra, utilizando presién reducida para
abatir el punto de ebullicién del agua con el fin de evitar que se dafe la muestra
(AOAC 14.004,1989).

4.2.2- Extracto estéreo (Anexo 9.1.2)

Los constituyentes grasos de las materias organicas son diversas sustancias
lipidicas. El contenido de grasa es aquel que puede ser extraido por los disolventes
menos polares como lo son el éter etilico, éter de petrdleo o hexano. La técnica se
fundamenta en la extraccion del material graso seco y molido con una fraccion de
disolvente, mediante un aparato de extraccion continua en el que las gotas
condensadas de disolvente caen sobre la muestra contenida en un recipiente
poroso o dedal, alrededor del cual pasan los vapores calientes del disolvente. El
extracto seco sin disolvente obtenido se determina gravimétricamente (AOAC
7.063, 1989).

4.2.3- Fibra cruda (Anexo 9.1.3)

La técnica se fundamenta en la obtencién de la fibra cruda (residuo insoluble),

mediante la ignicion del residuo seco remanente después de la digestion &cida,
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seguida de una digestion alcalina de la muestra previamente desengrasada (AOAC
7.074, 1989)

4.2.4- Cenizas (Anexo 9.1.4)

La técnica se fundamenta en la diferencia en peso entre el residuo inorganico
obtenido tras la combustidén completa de los componentes organicos contenidos en
una matriz alimenticia y el peso inicial de la muestra (AOAC 7.009, 1989).

4.2.5- Nitrégeno total (Anexo 9.1.5)

El método comunmente utilizado para determinar proteina es el método Kjedhal, el
cual determina el contenido de nitrogeno total de una matriz alimenticia; utilizando
un factor (generalmente 6.25) para su conversién a proteina. Es una técnica
indirecta y se fundamenta en el seguimiento del nitrégeno presente en la muestra a
través de una serie de reacciones quimicas mediante un tratamiento acido/alcalino,
utilizando acido borico como titulante. El objetivo de modificar la mezcla digestiva y
utilizar peréxido de hidrogeno es lograr la completa oxidacidén de la materia organica
y reducir la pérdida de nitrégeno por formacion de aminas volatiles o nitrégeno libre,

favoreciendo la formacion de sulfato de amonio. (AOAC 2.055, 1989).

Las reacciones se describen a continuacion:

Materia organica + H2SO4 —A> CO2 + H20 + NH4HSO4+ SO2
NH4HSO4 + 2NaOH ———» Na2SOs+ #NH3 + 2H20
NHs + HiBO3 ——» (NH4)3BO3

(NH4)3sBO3 + 3HCI ——— >  3NH4CI + H3BO3
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4.2.6- Determinacion del perfil de aminoacidos (Anexo 9.1.6)

La técnica se fundamenta en la identificacion y la cuantificacion de los aminoacidos
constituyentes de las proteinas mediante CLAR previa hidrolisis de los aminoacidos.
Estos ultimos son separados al ser sometidos a gradientes de pH en funcién de su

polaridad.

El procedimiento generalizado para esta determinacion es la hidrdlisis acida, donde
las muestras son tratadas con HCI 6 N, manteniéndolas a 145 °C por espacio de 4
horas (Lucas, 1982). Después de la hidrélisis, es necesaria la prederivatizacién de
los aminoacidos utilizando un cromoforo (6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidilcarbamato) para su identificacion por CLAR de fase reversa
(particién de un soluto entre una fase estacionaria no polar una fase mavil polar),

utilizando norleucina como estandar interno (Cohen et al, 1993; Romero, 2003).

4.2.7 Determinacion de triptéfano (Anexo 9.1.7)

El triptéfano es uno de los aminoacidos que no puede determinarse después de la
hidrdlisis acida, debido a que dichas condiciones son generalmente destructivas.
El fundamento del método consiste en liberar el enlace peptidico mediante una
hidrdlisis enzimatica, una vez liberado se aprovecha la reactividad del anillo inddlico
de este aminoacido para reaccionar con p-dimetilaminobenzaldehido (DMAB) vy
nitrito de sodio, que formara un compuesto cromogénico, proporcional al contenido
de este aminoacido que se lee a una longitud de onda de 590 nm (Lucas et al.,
1980).

4.2 .8- Calificacion quimica (Anexo 9.1.8)

La CQ) es el método comunmente utilizado para evaluar la calidad de una proteina
alimenticia se fundamenta en la comparacion de cada aminoacido indispensable
presente en la proteina en estudio con la cantidad del mismo aminoacido presente

en la proteina de referencia (composicion de aminoacidos de la leche humana o el
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patrén de referencia de la FAO) con base a los requerimientos de preescolares de
2 a 5 anos FAO/OMS/ONU, 2012 (Fox, 2006) (ver Tabla 4).

4.2.9- Ensayos biolégicos

Existen dos tipos de métodos bioldgicos, aquellos que se basan en la ganancia en

peso de los animales y aquellos que se basan en el balance de nitrogeno.

4.2.9.1- Ganancia en peso de los animales (Anexo 9.1.9)

La REP se fundamenta en el crecimiento debido a la ganancia en peso de un grupo
de ratas macho recién destetadas, causado unicamente por la calidad de la proteina
consumida; teniendo como control a un grupo de ratas alimentadas con una dieta
de caseina, como grupo control, este grupo nos indicara que el estudio se llevo a
cabo de forma correcta. La proteina con mejor calidad nutrimental sera la que

provoque mayor ganancia en peso de los animales.

La RPN es un ensayo fundamentado en el crecimiento de los animales, que predice
el valor de la proteina de mantenimiento con una dieta libre de proteina. La proteina
puede tener un suficiente valor de aminoacidos indispensables para el
mantenimiento celular aunque no sea necesario para soportar el crecimiento de los

animales.

4.2.9.2- Balance de nitrégeno y energético (Anexo 9.1.9.1y 9.1.9.2)

La Da se fundamenta en la determinacion de la cantidad de nitrdgeno absorbido
mediante la diferencia del nitrégeno ingerido (suministrado en la dieta en estudio) y

el eliminado por heces y no considera el nitrdgeno enddgeno.

El % ED se fundamenta en la determinacién de la cantidad de energia absorbida
mediante la diferencia de la energia ingerida (suministrada en la dieta) y la energia

presente en las heces, no se consideran las interacciones posibles de los
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componentes de los alimentos con el organismo debido a que la determinacion de

la energia presente en la dieta se evalua por la oxidacion completa de la misma.
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5-RESULTADOS Y DISCUSION

5.1- Analisis quimico proximal

Se caracterizo bromatologicamente a los lotes de las muestras de hojas de moringa
siguiendo el esquema Weende; los resultados se presentan en |la Tabla 8, en donde
se observa que los valores experimentales obtenidos para cenizas, grasa cruda y
fibra cruda son similares en las tres muestras. Sin embargo, presentaron diferencias
en el contenido de proteina cruda, siendo la muestra de Michoacan la de menor
concentracion (22.54% BS) en comparacion con las muestras de Oaxaca y Puebla
(30.20%, 29.34% BS respectivamente). En general, los valores experimentales del
analisis bromatolégico son muy parecidos a los reportados en la literatura Tabla 9
(Herrera, 2012) lo que indica que se realizé de forma adecuada y la homogeneidad

de las muestras por su origen.

Tabla 8- Resultados del analisis quimico proximal en base hiumeda (BH) y en base seca (BS) de las

muestras de hojas de moringa (Moringa oleifera) de la Republica mexicana (g/100g de muestra).

Moringa Moringa Moringa Moringa Moringa Puebla Moringa
Oaxaca Puebla (BH) Michoacan Oaxaca (BS) (BS) Michoacan (BS)
(BH) (BH)

Humedad 7.82 5.55 725 - s e
Cenizas 8.53 7.83 9.17 9.25 8.29 9.89
Grasa cruda 6.02 6.54 6.48 6.53 6.92 13.96
Fibra cruda 7.48 5.5 7.27 8.11 5.82 7.84
Proteina cruda ® 27.84 27.71 20.91 30.20 29.34 22.54
Hidratos de 42.31 46.86 48.92 45.90 49.61 52.74

carbono ¢

aCorresponde al promedio de la determinacién por duplicado n=2
bDeterminado %N x 6.25
‘Determinado por diferencia de acuerdo al sistema Weende
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Tabla 9- Comparacion de los resultados del analisis quimico proximal de las muestras de hojas

de moringa (Moringa oleifera) experimental y los reportados en la literatura.

Localidad/ Determinacién Humedad Cenizas Grasa Cruda Fibra Cruda Proteina Hidratos de
Cruda® carbono®
Oaxaca 7.82 8.53 6.02 7.48 27.84 42.31
Puebla 5.55 7.83 6.54 5.50 27.71 46.86
Michoacén 7.25 9.17 6.48 7.27 20.91 48.92
Proteina Hidratos de
Valores reportados ¢ Humedad Cenizas Grasa Cruda Fibra Cruda
cruda carbono
Oaxaca 4.85 9.22 3.47 9.70 24.35 48.41
Puebla 6.84 8.68 6.09 5.91 22.56 49.92
Michoacén 6.16 10.92 8.93 12.85 23.08 38.06

aCorresponde al promedio de la determinacién por duplicado n=2

bDeterminado %N x 6.25

‘Determinado por diferencia de acuerdo al sistema Weende

dFuente: Herrera, 2012

En la Tabla 10 se presentan los resultados promedio del analisis bromatolégico en
base seca de las tres muestras de moringa, donde se observa que el valor de
proteina cruda es similar al de las hojas de los arboles de yuca (Manihot sculenta)
y pifidn de la India (Matropha curcas) (33.80% y 29.52% respectivamente), los
cuales son explotados de forma intensiva en Africa y oeste de Asia como un
alimento no convencional (Latif et al., 2015; Atamgba et al., 2015). Cabe sefialar el
bajo contenido de fibra cruda de las muestras de moringa (6.75% en promedio) en
comparacién con alimentos de origen vegetal consumidos en algunas regiones de

México como el berro (Nasturtium officinale) (11.95%).
En comparacion con algunos cereales, base de alimentacion mexicana, como el

maiz y la avena Tabla 1, las hojas de moringa presentan una concentracion mayor

de proteina y grasa.
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Tabla 10- Resultados del analisis bromatoldgico en base seca de las muestras de moringa

(Moringa oleifera) de la Republica mexicana (g/100g de muestra)

Determinacién/localidad Grasa Proteina Hidratos de
Cenizas Fibra Cruda
Cruda Cruda carbono

Moringa (Moringa oleifera)?

. 9.14 6.81 7.26 27.36 49.42
Valor experimental
Hojas de yuca (Manihot
b 5.68 6.30 19.50 33.80 34.72
sculenta)
Hojas de pifidn de la india
16.00 13.96 20.06 29.52 20.45
(Matropha curcas) ¢
Berro (Nasturtium
18.71 4.44 11.95 29.18 35.73

officinale)®

a Corresponde al promedio de los valores experimentales de las muestras de Moringa Oleifera de Oaxaca, Puebla y
Michoacan

bValor tedrico (Latif et. al., 2015)

¢Valor tedrico (Atamgba et. al., 2015)

dValor tedrico (Mohammad et. al., 2007).

5.2- Perfil de aminoacidos y Calificacién Quimica (CQ)

Los resultados del perfil de aminoacidos se presentan en la Tabla 11, en donde se
observa que las muestras de Oaxaca y Michoacan no presentan diferencia en la
concentracion de la mayoria de los aminoacidos excepto en valina (15.1 y 12.3 mg
de aminoacido/ g de proteina respectivamente). Sin embargo la muestra de Puebla
presenta diferencias en valina, total de azufrados (metionina y cistina), lisina y total
de aromaticos (fenilalanina y tirosina) respecto a las muestras de Oaxaca vy

Michoacan.
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Tabla 11- Composicion de aminoacidos indispensables de las hojas de moringa (mg de
aminoacido/ g de proteina) ?

Aminoacido/ Muestra Moringa O. Moringa O. Moringa O. Proteina de
Oaxaca Puebla Michoacan referencia
(FAO)®
Histidina 32.1+0.1 30.1+0.1 28.2+0.1 19
Treonina 38.3+0.1 39.3+0.2 41.4+0.1 28
Valina 15.1+0.2 74.2+0.3 12.3+0.1 66
(Metionina + Cistina) 25.0+0.2 6.6+0.2 254 +0.1 58
Lisina 65.4+0.3 73.310.2 68.2+0.3 25
Isoleucina 64.2+0.1 64.1+0.2 68.2+0.2 63
Leucina 103.1+0.1 101.2+0.2 106.1+0.5 34
Fenilalanina + Tirosina 181.2+0.3 119.0+0.3 185.1+0.1 11
Triptéfano© 8.1+0.3 9.0+0.2 6.1+0.4 35
Calificacién Quimica (€.Q.) 42.6 26.8 344
Aminoacido limitante (1°) Valina Azufrados valina -
Aminoacido limitante (2°) Triptofano Triptofano Triptéfano @ --——--

2 Aminodcidos determinados mediante CLAR fase reversa, se presenta el valor promedio n= 3, CV<6%
bValores teéricos FAO, 1985 (requerimiento 2- 5 afios).
¢ Aminoacido determinado mediante hidrdlisis enzimatica y espectrometria, se presenta el valor promedio n=3, CV<6%

mg aa indispensable en el alimento

AT Fim ik oo _ g de proteina en el alimento
Calificacién quimica (CQ) = g aa indispensable en la referencia * 100
g proteima en el patron de referncia

En la Tabla 11, se observa que en comparacién con la proteina de referencia de la
FAO la concentracion de los aminoacidos: histidina, treonina, lisina, isoleucina,
leucina y aromaticos (fenilalanina y tirosina) es igual e incluso mayor en las tres
muestras de moringa. Sin embargo, presenta deficiencias en los aminoacidos:
valina (Oaxaca y Michoacan), triptéfano (Oaxaca, Puebla y Michoacan) y total de
azufrados (Puebla), siendo los aminoacidos azufrados los de mayor carencia en las

muestras de moringa.

En comparacion con otros alimentos; como el berro (Nasturtium officinale), la
concentracion de aminoacidos indispensables (Isoleucina, leucina, treonina,
metionina y valina) es mayor en las muestras de moringa lo que indica que a pesar
de tener un contenido similar de proteina cruda, la proteina de la moringa es de

mejor calidad.
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Makkar & Becker 1997 Tabla 3 y Freiberger et al. 1998 han reportado el contenido
de aminoacidos presentes en hojas de moringa en diferentes regiones del
continente africano, en comparacién con las muestras analizadas, la moringa de
Puebla presenta una muy baja concentracién de aminoacidos azufrados (6.6 mg de
aminoacidos/ g proteina), la diferencia en la composicién de aminoacidos es debida
a las caracteristicas genéticas aunada a factores agroecologicos bajo las que fueron

cultivadas.

Se calculd la CQ con los resultados obtenidos en el perfil de aminoacidos con base
a los requerimientos de aminodacidos esenciales de preescolares (2 a 5 afos) (FAO
1985). Se selecciond dicho patron debido a que el nivel de desnutricion en las zonas
rurales y marginadas de México es mayor en este sector de la poblacién (FAO

2013), los resultados se presentan en la Tabla 11.

De acuerdo a la Tabla 11, las CQ mas bajas corresponden a las muestras de
Michoacan (34.4) y Puebla (26.8), mientras que la muestra proveniente de Oaxaca
obtuvo la mejor CQ (42.6), esto es debido a la diferencia en la composicion de
aminoacidos entre las muestras. A partir de la CQ, se encontré que los aminoacidos
limitantes son: valina (Oaxaca y Michoacan), metionina y cistina (Puebla). El

triptéfano es el segundo aminoacido limitante para las tres muestras de moringa.

En comparacion con la CQ de alimentos como la quinua (81.8), el trigo (53.4), la
soya (74.0) y las hojas del arbol de yuca (63.6) las muestras de moringa poseen
una calificacion quimica baja (34.6 en promedio), esto debido a la deficiencia en los
aminoacidos antes mencionados para cada muestra. Sin embargo poseen mejor
calificacion quimica que las hojas de berro (28) alimento consumido en diversas
regiones de la republica mexicana. Se observa en la Tabla 12 que al igual que las
muestras de moringa, el berro y las hojas del arbol de yuca presentan deficiencia
en triptéfano, esto puede ser debido a la naturaleza de las muestras.
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Tabla 12- Comparacidn de calificacidn quimica y disponibilidad de aminoacidos

indispensables de distintos alimentos vegetales 2

Moringa O. Moringa O. Moringa O. Berro Yuca 3
Aminoacido (Nasturtium (Manihot QUINUA* TRIGO® SOYA"
Oaxaca Puebla Michoacan ..
officinale) ® sculenta)©

Histidina >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
Isoleucina >100 >100 >100 78.6 >100 >100 >100 >100
Leucina >100 >100 >100 >100 >100 95.5 >100 >100
Lisina >100 >100 >100 >100 87.9 >100 53.4 >100

Azufrados
>100 26.8 >100 28 72 >100 >100 74.0

(Metionina +Cisteina)

Aromaticos

>100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
(Fenilalanina + Tirosina)

Treonina >100 >100 >100 82.4 >100 >100 91.2 >100
Triptofano 71.8 80.00 53.62 54.6 63.6 81.8 >100 >100
Valina 42.6 >100 42.6 >100 >100 >100 >100 >100
cQ 42.6 26.8 42.6 28 63.6 81.8 534 74.0

a Se presenta la CQ en base a los requerimiento de preescolares (2-5 afios) FAO 1985.
* Valores tedricos (FAO, 1985 contenido de aminodcidos en los alimentos)

bValor tedrico (Fox, 2007)

¢Valor tedrico (Atamgba et. al., 2015)

Una alternativa ante la deficiencia de aminoacidos que la moringa presenta es la
busqueda de otro alimento con alto contenido proteinico y facil acceso, que en
conjunto satisfagan las necesidades que la poblacion requiera, es decir la
complementacién proteinica. De acuerdo a la Tabla 12, la complementacion de
moringa Yy trigo (cereal), cumple con los requerimientos de todos los aminoacidos
indispensables pues la deficiencia en valina presente en la moringa de Oaxaca y
Michoacan es compensada con el trigo, y la deficiencia en lisina presente en el trigo
es compensada por la moringa; lo anterior es una propuesta de adecuada

complementacién que deberia evaluarse con un ensayo bioldgico.

5.3- Ensayos biolégicos: RPN y REP

Si bien la calidad nutrimental de una proteina depende de la composicion de

aminoacidos indispensables es necesario realizar estudios para conocer su
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biodisponibilidad que implica su absorcion, digestidon y utilizacion de éstos entre

otros factores.

En la Tabla 13 se presentan los valores experimentales de RPN y REP ajustados,
asi como el porcentaje de DA, para el RPNa se observan diferencias entre los
valores de las dietas a base de moringa comparados con la caseina son bajos e

incluso negativos (Puebla y Michoacan).

Tabla 13- Valores experimentales de RPN, REP ajustados, y digestibilidad aparente (%)

Muestra analizada RPN , REP , D. (%)
Control (caseina) 4.16 3.40 92.59+1.82
Moringa Oaxaca 1.02+041 0.05+0.60 96.23+0.47
Moringa Puebla -0.71+0.23 N.D.¢ N.D.¢

Moringa Michoacdan -0.30+0.32 -0.84+£0.44 91.09+1.23

aValores promedio de RPN y REP experimentales + desviacion estandar. n= 6.
b Vales experimentales de digestibilidad * desviacidn estandar, CV<6%.
¢N.D. no determinado

Los valores mas bajos de RPNa se obtuvieron en las dietas de Puebla y Michoacan.
Dichos valores indican que la proteina no posee los requerimientos suficientes para
el mantenimiento celular, puesto que la ganancia en peso fue negativa. Al igual que
en el RPNa, en el REPa se obtuvieron valores bajos para las dietas de Oaxaca y
Michoacan (la dieta de Puebla no se analizé debido a que alcanzé el 100% de
mortalidad en la tercera semana del ensayo). La dieta de Michoacan presento el
valor mas bajo (-0.84), el valor negativo indica la pérdida en peso de los animales
alimentados con esta dieta, este resultado era esperado de acuerdo al obtenido
durante el RPN, puesto que si la proteina no satisface los requerimientos para el

mantenimiento celular, mucho menos lo hara para el crecimiento.

Para el RPNay REPa se esperaban valores bajos en comparacién a la dieta control,
debido a que la caseina se encuentra catalogada como una proteina de alto valor
bioldgico por su adecuado balance de aminoacidos indispensables (Alais, 2003).
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Los mejores resultados para RPNa y REPa de las dietas ensayadas se obtuvieron
con la dieta de moringa de Oaxaca con valores de 1.02 y 0.5 respectivamente. Esto
indica que la proteina de esta muestra satisface los requerimientos de nitrégeno
para el mantenimiento celular y en baja proporcion es capaz de soportar los
requerimientos para el crecimiento, lo cual se relaciona con la calificacion quimica
obtenida (42.6).

En general los bajos resultados obtenidos para el RPNa y el REPapueden deberse
a varios factores, por ejemplo; la deficiencia de aminoacidos indispensables. Se
observa que al igual que en la CQ el valor de RPN mas bajo se obtuvo en la dieta
de moringa de Puebla, alimento deficiente en aminoacidos azufrados, se reporta en
la literatura que dicha deficiencia altera la formacion de proteinas estructurales, tales
como la queratina e inactiva la funcion de enzimas en donde estos aminoacidos son
el centro activo, mientras que el valor mas bajo para el REP, se obtuvo con la
muestra de Michoacan, en la cual el aminoacido limitante es la valina, se ha
publicado que la deficiencia en este aminoacido disminuye la capacidad de sintesis
de proteinas (Robinson, 1991; Scott, 1994).

Otro de los factores que se tienen que contemplar es la cantidad de alimento
consumido. En la Figura 7 se presenta la cantidad de alimento ingerido por cada
dieta suministrada, y se observa un bajo consumo de las dietas de moringa en
comparacion con la dieta de referencia. Una de las causas que provocaron el bajo
consumo de las dietas, pudo ser el resabio astringente y amargo que las hojas de
moringa poseen. Se asocian a los taninos como los responsables de este sabor,
dichos compuestos se encuentran presentes en cantidades significativas en las

hojas de moringa; 1.57% (Herrera, 2012).

La Figura 8 presenta las curvas de crecimiento de los animales alimentados con las
diferentes dietas ensayadas, en ella se observa el constante detrimento en el
crecimiento de los animales alimentados con las dietas de moringa de Puebla y
Michoacan, asi mismo se observa un decremento inicial en el peso de los animales

alimentados con la dieta de moringa de Oaxaca, sin embargo la proteina de ésta
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muestra fue capaz de mantener e incluso aumentar el peso de los animales al final
del ensayo pero en comparacion con la dieta de referencia el crecimiento fue muy
bajo (1:100).
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Figura 7. Cantidad de alimento ingerido (g)
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Figura 8. Grafica de curvas de crecimiento
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Cabe senalar la alta tasa de mortalidad de los animales alimentados con las dietas
de moringa a través del ensayo Figura 9 siendo la muestra de moringa de Puebla
la de mayor indice, alcanzando el 100% de mortalidad en la semana 3 del
experimento. Por esta razéon no se determind el REP, %Da y %ED para esta
muestra, el ensayo concluyé con una mortalidad del 40% para la muestra de
Michoacan y 30% para la muestra de Oaxaca, lo que puede indicar la presencia de
algun factor toxico. En el estudio previo de estas muestras no se encontraron
cantidades significativas de inhibidores de tripsina, nitratos, oxalatos y saponinas,
tales factores toxicos son comunmente encontrados en esta especie vegetal y los
bajos niveles son reportados en diversos estudios (Makkar, 1996; Ferreira, 2008;
Herrera, 2012).

Mortalidad
LI Oaxaca M Puebla H Michoacan H Control
100
90
80
70
3\‘1
= 60
[°]
T 50
8
E 40
30
20
10
0
1 2 3 4

tiempo de experimentacion (semanas)

Figura 9. Grafica de mortalidad en los animales de experimentacién

Una variedad de compuestos que han llamado la atencion por su “presencia” en la
moringa y que junto a los taninos poseen actividad antioxidante son los
isotiocianatos, compuestos a los cuales se les atribuyen propiedades
anticancerigenas, hipotensoras, hipoglucemiantes y antibiéticas. Sin embargo

estos compuestos no se encuentran de forma “natural” en la moringa, ya que son el
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producto de la hidrélisis de diversos glucosinolatos por accion de la enzima
mirosinasa (Bharali, 2003; Mehta, 2003; Kar, 2003; Rincén, 2014).

El término glucosinolato, quimicamente hace referencia a la fraccion del glucosilo
(“gluco”), la presencia de un grupo sulfato (“ate”), y la propiedad de ser un precursor
de un aceite de mostaza (sinol) Figura 10, la estructura quimica del radical R varia
dando lugar a los distintos glucosinolatos; son el producto de metabolitos
secundarios de las plantas de las familias de las cruciferas, y en especial las del
género Brassicacea, parientes no tan lejanos de la Moringaceae (familia a la que
pertenece M. oleifera), entre las que destacan la col de Bruselas, brécoli, coliflor,
repollo y la mostaza, la cantidad de glucosinolatos varia de una especie a otra
(Shahidi, 1997).

CH,OH
HC;I A _s R
?%OH/ T
o/
|

SOs-

Figura 10. Férmula general de glucosinolatos (Camean A., Reppeto M., 2012)

Desde el punto de vista toxicoldgico, la presencia de estos compuestos en los
alimentos limita su consumo debido a que son factores asociados al bocio,
enfermedad causada por el déficit de yodo, algunos estudios senalan a los
glucosinolatos sinigrina y progoitrina como los responsables de la actividad
bociogéna, ambos glucésidos producen tiooxazolainas, moléculas que poseen un

grupo tioamina que interfiere en la fijacién del yodo en la tiroides.

En estudios del contenido fitdquimico de la moringa, se han encontrado bajos
niveles de progoitrina y glucosinolatos (0.10 y 0.15% respectivamente), sin embargo
se contempla la posibilidad de que algunos de los tiocianatos e isotiocinatos
producidos en las cepas de moringa presenten actividad bocidégena en cantidades

altas, debido a que son iones del tamano similar al yodo y pueden inhibir
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competitivamente el transporte activo de éste a nivel de la glandula tiroides y otros

tejidos; aumentando la pérdida renal del mismo (Faizi, 1994; Guevara, 1999).

A pesar del bajo contenido de glucosinolatos y progoitrina reportado en la literatura,
su presencia en las muestras de moringa utilizadas (Oaxaca, Puebla y Michoacan)
en este estudio es desconocida. Cabe mencionar que el contenido de
glucosinolatos varia de una especie a otra y dentro de una misma especie se
pueden encontrar diferentes concentraciones debido a factores genéticos y
agronomicos. Por lo que posiblemente este factor toxico junto a la deficiencia de
aminoacidos que las muestras de moringa presentan pueden ser las principales
causas de los bajos valores de REP y RPN obtenidos asi como de la alta
mortalidad, recordando que el modelo biolégico utilizado es sumamente sensible a

los factores externos como es su alimentacién (Shahidi, 1997).

Otro de los parametros evaluados para determinar la calidad proteinica que la
moringa puede ofrecer fue la digestibilidad in vivo (Da), la cual esta definida como
la disponibilidad de los aminoacidos contribuyentes de la proteina para ser

absorbidos por el organismo de prueba, los resultados se presentan en la Tabla 13.

Para las dos muestras de moringa (Oaxaca y Michoacan) se obtuvieron resultados
de digestibilidad aparente aceptables (> 90%) incluso mayores al control de caseina
Figura 11 y superiores a diversos alimentos consumidos en México como el maiz,
trigo, avena, entre otros Tabla 6. Sin embargo estos valores de digestibilidad son
aparentes, es decir, incluyen en las heces: aportes metabdlicos y enddgenos
provenientes de enzimas, células epiteliales, células microbiales, metabolitos, entre
otros, que llegan a la luz intestinal y que no forman parte del alimento (Maynard,
1986; Stein, 2007).
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Figura 11. Digestibilidad aparente (%) de las dietas ensayadas

En general se esperaba que existiera correlacion con el valor de digestibilidad
proteica in vitro, las muestras de moringa de Oaxaca y Michoacan presentaron un
valor de digestibilidad > 75%, encontrandose un 20% mayor considerado como

normal y adecuado (Herrera, 2012).

Sin embargo, no es posible catalogar a la proteina como “de buena eficiencia de
conversion” solo con este parametro, se debe considerar ademas la composicion
de aminoacidos indispensables de la proteina en prueba, parametros que no van de
acuerdo con los resultados de digestibilidad. Esto es debido a que en los bioensayos
se evalua a la proteina con base a la ganancia en peso de los animales y no

determina la proteina que éstos absorben.

La Tabla 14 presenta los valores del PDCAAS, en ambas muestras (Michoacan y
Oaxaca) se observan valores bajos (0.32 y 0.40 respectivamente) en comparaciéon
con alimentos como el arroz (0.62) e incluso hojas del arbol de yuca (0.5), dado que
este parametro relaciona la CQ y la Da, se puede asumir que la proteina de las
hojas del arbol de moringa de Michoacan y Oaxaca es de menor eficiencia de
conversion proteinica. Lo cual corrobora los resultados obtenidos en los ensayos

bioldgicos.
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Tabla 14. PDCAAS de las muestras de moringa

Digestibilidad
Muestra analizada c.Q. PDCAAS
(%)
Referencia (leche) 1 100 1
Ho!as de Yuca 063 80 05
(Manihot sculenta)
Maiz 0.49 89 0.43
Arroz 0.67 93 0.62
Moringa Oaxaca 0.42 96 0.40
Moringa Michoacan 0.34 95 0.32

La estimacion del contenido energético en los alimentos es indispensable para
conocer la energia que se aporta para la satisfaccidn y mantenimiento de las
necesidades vitales, en el presente estudio se evalud el %ED, es decir, la cantidad
de energia absorbida por el organismo a prueba a partir de la dieta suministrada y

los resultados se presentan en la Figura 12.
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Figura 12. Energia digerible (%)
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Se obtuvieron resultados similares al del control, con valores de 91.9% y 91% para
Oaxaca y Michoacan respectivamente en comparacion al 97% del control de
caseina. Es posible sobre todo por el contenido de proteina y fibra que este
parametro se encuentre sobreestimado, debido a que en el organismo los alimentos
no se oxidan completamente como se realiza en la determinacion por bomba

calorimétrica (Bowman, 1998).

A pesar del buen valor de energia que la dieta pueda contener es necesario su
adecuado consumo para la satisfaccion de las necesidades fisiologicas de los
animales, sin embargo se observo a lo largo del ensayo un bajo consumo de las
dietas a base de moringa en comparacion a la dieta control de caseina, lo que

provoco una disminucion en peso de los animales.

Si bien los resultados obtenidos en los métodos quimicos como el perfil de
aminoacidos y la CQ predecian buena calidad de proteina en las muestras de
moringa, los resultados de los ensayos biolégicos: RPNa, REPa y PDCAAS indican
la baja eficiencia de conversion proteinica. La diferencia entre los resultados
obtenidos con cada grupo metodologico es debido a que como alimento todos los
macro componentes incluyendo a la proteina sufren cambios debido a las
interacciones con el organismo, las cuales no se pueden observar con los métodos

quimicos.
Sin embargo es una alternativa viable para la complementacién proteinica debido al

buen resultado de digestibilidad que presentan; ademas es necesario investigar la

presencia de algunos factores toxicos que no se contemplaron en el estudio previo.
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6- CONCLUSIONES

Las muestras de moringa analizadas no poseen un adecuado perfil de
aminoacidos indispensables, presentan deficiencias en: valina (Oaxaca y
Michoacan), y total de azufrados (Puebla). Con bajas CQ en particular la

muestra de Puebla.

De acuerdo a los ensayos biolégicos, las muestras de moringa presentan una
baja eficiencia de conversion proteinica con resultados negativos (Puebla y

Michoacan) y bajos (Oaxaca) para RPNay REPa..

Las muestras de moringa de Oaxaca y Michoacan presentaron buena Da,

asi como un alto valor dé % ED.

En general, las muestras de moringa poseen una baja eficiencia de
conversion proteinica; con notables deficiencias de aminoacidos
indispensables y bajas CQ. Sin embargo poseen buena Da y un alto valor dé
% ED.
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7- PERSPECTIVAS

« Conociendo la composicion y deficiencia en algunos aminoacidos
indispensables de las muestras de moringa y debido al buen valor de
digestibilidad, es posible proponer este alimento no tradicional como
complementacion con otras fuentes de proteina; sin embargo debido al alto
indice de mortalidad se sugiere descartar la presencia de algun factor téxico

en cantidad significativa.
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9- ANEXOS
9.1- Materiales y métodos
9.1.1 - Determinacion de humedad (AOAC 14.004, 1989)

Equipo:
«» Estufa de vacio Lab-Line Duo Vac Oven Mod. 3620

+ Balanza analitica Sartorius analytic

Materiales:
« Charolas de aluminio

++ Desecador de vidrio

Procedimiento:

Las charolas de aluminio se colocaron en la estufa de vacio hasta alcanzar el peso
constante. Posteriormente, se pesaron en ellas aproximadamente 3 g de muestra y
se introdujeron en la estufa de vacio a las siguientes condiciones: Presion < 15 inch
Hg y temperatura de 70-80 °C. La muestra se seco por espacio de 6 h, después de
este tiempo se retiré de la estufa y se dejoé enfriar en un desecador de vidrio. La
charola con la muestra fue pesada tan pronto como se equilibré con la temperatura
ambiente (aproximadamente 30 min). Este procedimiento se repitié hasta alcanzar

peso constante.

Calculos:

Contenido de humedad = peso muestra humeda (g) — peso muestra seca (g)

contenido de humedad (g)
% Humedad = - * 100
peso muestra humeda (g)
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9.1.2- Determinacion de grasa cruda (AOAC 7.063, 1989)

Equipo:
% Aparato de extraccion Goldfish Labconco Mod. 35001-00CV
+ Balanza analitica Sartorius analytic
% Estufa de vacio Lab-Line Duo Vac Oven Mod. 3620

Materiales:

+ Anillos metalicos para extraccion Goldfish

% Bomba de recirculacion Little Grant pump Mod. 1
%+ Cartuchos de celulosa de 22 x 80 mm.

+ Porta dedales de vidrio

¢+ Tubos recuperadores de disolvente

++ Vasos de borde esmerilado, Labconco 35051.

Reactivos:

% Eter de petréleo

Procedimiento:

Los vasos esmerilados se introdujeron en la estufa de vacio hasta alcanzar peso
constante. Se colocé la muestra seca (obtenida en la determinacion de humedad)
en cada cartucho de celulosa. A continuacion, los cartuchos se introdujeron en los
porta dedales de vidrio y se colocaron en el compartimiento de extraccion de
Goldfish. En los vasos esmerilados se afiadieron 40 mL de éter de petrdleo y con el
anillo metalico se colocaron en el aparato de extraccién, el cual estaba conectado a
una bomba de recirculacion de agua fria. Finalmente se subieron las parrillas de
calentamiento del equipo, se encendio la bomba de recirculaciéon para que el agua
circulara sobre los refrigerantes y se trabajoé con el control de calentamiento en la
posicion de LOW durante 2 horas. Después de este tiempo se bajaron las parrillas
de calentamiento y se verificd la completa extraccion de la grasa, para ello se dejo

caer una gota de la descarga sobre un trozo de papel filtro; al evaporarse el éter no
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debe dejar residuo de grasa. Un vez finalizada la extraccion, se sacaron los porta
dedales y se sustituyeron por los tubos recuperadores de disolvente.

Se volvieron a colocar los vasos esmerilados y subieron nuevamente las parrillas
para iniciar el calentamiento. Cuando los vasos se encontraron casi libres de
disolvente, se retiraron del equipo y fueron colocarlos por unos minutos en una
campana de extraccion, para asegurar la completa evaporacion del disolvente.
Posteriormente, los vasos fueron conservados en la estufa de vacio hasta alcanzar

peso constante.

Calculos:

Cantidad de grasa = peso (vaso + grasa) (g) — peso vaso (g)

cantidad de grasa (g)
% Grasa = * 100
peso muestra humeda(g)

9.1.3- Determinacion de fibra cruda (AOAC 7.074, 1989)

Equipo:

X/
°

Aparato de digestién Labconco
+ Balanza analitica Sartorius analytic
 Estufa de vacio Lab-Line Duo Vac Oven Mod. 3620

Mufla Heraew Hanau

X/
%

Materiales:

¢+ Crisoles de porcelana tipo gooch
+» Embudos Buchner con alargadera
++ Filtro de vidrio
+» Matraces de vidrio Kitasato, Kimax
% Mechero Fisher
¢+ Pinzas para crisol

«» Vasos de Berzelius de 600 mL, Kimax
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Reactivos:
¢ Alcohol etilico
+ Silicato de aluminio
+ Solucién antiespumante
% Disolucion de NaOH al 1.25 % (m/v)
+ Disolucion de H2S04 al 1.25 % (m/v)

Procedimiento

Se coloco la muestra desengrasada (obtenida en la determinaciéon de grasa cruda),
en un vaso Berzelius que contenia perlas de ebullicidn. A continuacién, se
adicionaron 200 mL de H2SO4 al 1.25 % (m/v) hirviendo, asi como unas gotas de
antiespumante para controlar la ebullicion. Los vasos se colocaron inmediatamente
en el aparato de digestion previamente calentado y se dejo digerir la muestra por
exactamente 30 minutos. Al término de este tiempo se vacio el contenido sobre un
embudo California y se filtré6 con ayuda de vacio, lavando el residuo con agua
destilada caliente hasta eliminar el acido (aproximadamente 500 mL).

Una vez lavado el residuo se transfiri6 nuevamente al vaso Berzelius de forma
cuantitativa y se adicionaron 200 mL de NaOH al 1.25% (m/v) hirviendo y unas gotas
de antiespumante. Se dejo digerir por 30 minutos exactos. Al término de este tiempo
se vacio el contenido sobre un embudo California y se filtré6 con ayuda de vacio,
lavando el residuo con agua destilada caliente hasta eliminar el alcali. Las perlas de
ebullicién se lavaron para recuperar el material adherido y retirarlas del residuo. El
residuo se transfiri6 a un crisol de porcelana tipo gooch con 0.5g de silicato de
aluminio que previamente se llevd a peso constante en una mufla a 500°C, se
disminuyé la humedad con 12.5 mL de alcohol etilico y se colocé en la estufa de
vacio para su secado hasta que alcanzé peso constante. Posteriormente, se
carbonizo el residuo seco en la flama de un mechero Fisher en la campana de
extraccion y se introdujo en la mufla a 500°C para su incineracion. Los crisoles

fueron pesados periddicamente hasta que alcanzaron peso constante.
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Calculos:

% Fibra cruda = PESOcrisol con residuo seco (.g) — P€eSOc¢risol + cenizas(g) +100
peso muestra humeda (g)

9.1.4- Determinacion de cenizas (AOAC 7.009, 1989).

Equipo:

+ Balanza analitica Sartorius analytic
+» Campana de extraccion
% Mufla Heraew Hanau

Material:

%+ Crisoles de porcelana

X/
°

Desecador de vidrio

>

» Mechero Fisher

L)

¢ Pinzas para crisol

Procedimiento

Los crisoles se colocaron en la mufla a una temperatura de 500 °C hasta alcanzar
peso constante. Se pesaron 3 g de muestra humeda en cada uno de ellos y se
calcinaron a fuego directo en la flama de un mechero Fisher, en la campana de
extraccion hasta que el desprendimiento de humo fue nulo o minimo.
Posteriormente, los crisoles se introdujeron en la mufla por 3 horas a una
temperatura constante de 500 °C. Transcurrido el tiempo se dejaron enfriar en un
desecador por 45 minutos y se pesaron. Posteriormente, se volvieron a introducir

en la mufla y se realizaron pesadas periddicas hasta alcanzar el peso constante.

Calculos:
Cantidad de ceniza = peso (crisol + ceniza) — peso crisol

‘ cantidad de ceniza (g)
%Cenizas = . * 10
peso muestra himeda (g)
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9.1.5- Determinacion de nitrégeno total por microkjeldhal (AOAC 2.055, 1989).

Equipo:

+ Balanza analitica Sartorius analytic
% Digestor TECATOR Modelo 20/40

+ Equipo de microdestilacion Kjeltec Auto Analyzer Tecator Mod. 1030

Material:
« Tubos de digestion de 75 mL, TECATOR.

Reactivos:

% Mezcla digestiva (Disolver 3 g de CuS04.5H20 en 20 mL de agua destilada,
ya disuelta la sal, afiadir 50 mL de HsPOa, adicionar 430 mL de H2SOa4
concentrado, agitar por 30 min.)

+ Disolucion de acido borico al 1 % con indicadores (Pesar 20 g de acido bérico
y disolver en 1.8 L de agua destilada. Anadir 20 mL de verde de bromocresol
(al 0.1 % en metanol) y 14 mL de rojo de metilo (al 0.1 % en metanol). Agitar
vigorosamente y llevar al aforo con agua destilada a un volumen de 2 L.

% Disolucion de H202 al 30%

+ Disolucion de HCI 0.01 N valorada

% Disolucion de K2SO4 (R.A.)

¢ Disolucion de NaOH al 40% (p/v)

Procedimiento:

Se pesaron aproximadamente 100 mg de muestra en un trozo de papel, se
depositaron dentro de un tubo de digestion y se anadieron 0.5 g de sulfato de potasio

y 3 mL de mezcla digestiva. Los tubos se colocaron en el digestor a 340°C durante
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15 minutos. Después de este tiempo, se retiraron del digestor, se dejaron enfriar a
temperatura ambiente por 20 minutos y se les afadié 1.5 mL de H202 al 30%. A
continuacion, se colocaron nuevamente en el digestor a 370 °C hasta la total
destruccion de la materia organica, es decir, hasta que la mezcla fuese transparente
y de color azul verdosa. Una vez realizada la digestion, se dejaron enfriar los tubos
y se destilaron recibiendo el amoniaco liberado en la disolucion de acido bérico con
indicadores. Finalmente, los destilados fueron valorados con HCI 0.01 N. Se realiz6
el mismo tratamiento con un estandar de caseina (88.88% de proteina) para corregir
el valor obtenido. Paralelamente se corre un experimento utilizando un blanco de

dextrosa para considerar el aporte de nitrégeno proveniente de los reactivos.

Calculos:
L, (M — B)x N x meq
% Nitrogeno = — * 100
% Proteina = % Nitrégeno x F
En donde:

M = mL de reactivo de titulacion de la muestra

B = mL de reactivo de titulacion del blanco

N = Normalidad del la solucién de HCI

meq = Miliequivalentes de nitrégeno (0.014)

m = Peso de la muestra humeda en gramos

F = Factor de conversién de proteina que en el caso del residuo se empled el valor
de 6.25.

Determinacién de hidratos de carbono por diferencia (Weende, 1860)

El porcentaje de hidratos de carbono se calcul6d por diferencia restando al 100% la
suma de los porcentajes de humedad, grasa cruda, proteina cruda, cenizas y fibra
cruda.

Calculos:

CD =100 — (% Humedad + % Grasa cruda + % Proteina + % Fibra cruda + % Cenizas)
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9.1.6-

Determinacion del perfil de aminoacidos por CLAR

Equipo:

Balanza analitica Sartorius analytic

Detector uv-vis Waters Mod. 2487

Digestor TECATOR Modelo 20/40

Potenciometro Thermo Scientific Mod. Orion 5- star
Rotavapor BUCHI modelo R

Sistema CLAR Alliance Mod. 2695

Vortex Lab-Line Mod. 1290 super mixer

Materiales:

Acrodiscos de nylon, 0.2 ym de tamafo de poro y 13 mm de diametro,
GELMAN

Agitadores magneéticos

Columna cromatografica AccQ Tag Nova Pack C18 tamario de particula 4
pum, de 3.9 mm x 150 mm, WATERS

Embudos Buchner con alargadera

Matraces aforados de 25 mL

Matraces bola de 100 mL

Matraces Kitasato, Kimax

Micro pipeta y puntas con capacidad de 5- 50 uL, Eppendorf

Micro pipeta y puntas con capacidad de 50- 200 uL, Eppendorf

Micro pipeta y puntas con capacidad de 200- 1000 uL, Eppendorf
Jeringas de 10 mL

Papel WHATMAN 542

Bafio de agua a 55°C, Stirrer/Hot Plate CORNING

Pipetas Pasteur

Sistema de filtracion a vacio vy filtros de 0.45 (tipo HA) y 0.22 (tipo GV) ym
de tamano de poro, MILLIPORE
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X/
°

X/
0.0

X/
°

Tubos de cultivo de pared gruesa con tapon de rosca y cubierta de teflon,
PYREX
Vasos de precipitados de 25 mL

Viales Waters

Reactivos:

AccQ Tag concentrado A (buffer acuoso de acetatos y fosfatos) WATERS
Acetonitrilo grado HPLC, JT-BAKER

Agua ultrapurificada: destilada y desionizada

Estandar de aminoacidos H: 2.5 mM, Cistina: 1.25 mM WATERS
Nitrégeno gaseoso de alta pureza (99.997%), INFRA

Disolucion de Norleucina 5 mM- HCI 10 mM

Disolucion de HCI 6 N, 0.1 % de fenol

Disolucion de NaOH 5 N

Disolucion lavadora (Agua:Etanol 3:1, v/v con 0.01 % de hidroquinona como
antioxidante)

Reactivo de derivatizacion (AccQ Fluor reagent diluent, vial 2B), 6-
aminoquinolil N-hidroxisuccinimidil carbamato (AccQ Fluor reagent, vial 2A)
y Buffer de boratos (AccQ Fluor Borate Buffer, reactivo 1), WATERS.

Procedimiento:

9.1.6.1- Hidroélisis de la muestra

Se peso un tubo de vidrio con tapén de rosca y cubierta de teflon la cantidad de

muestra desengrasada de acuerdo al contenido de proteina (g muestra = 0.05 x %

proteina). A continuacién, se adicion6 25 mL de HCI 6N con 0.1% fenol y se burbujed

un poco de nitrégeno dentro del tubo con el fin de crear una atmdsfera inerte. Cada

tubo con muestra a hidrolizar se mantuvo en el digestor por 4 horas a 145 °C.

Transcurrido el tiempo, se dejo enfriar los tubos hasta alcanzar temperatura

ambiente. El contenido del tubo se transvasdé en un matraz bola de 100 mL,
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enjuagando el tubo con la minima cantidad posible de disolucion lavadora. Se
adicionaron después 5 mL de norleucina 5 mM- HCI 10 mMy llevo a casi sequedad
en el rotavapor (70-75 °C), para eliminar el exceso de HCI.

Se retird el matraz bola del rotavapor y se anadié disolucién lavadora para
resuspender los solidos (alrededor de 5 mL). Posteriormente, se filtrd el hidrolizado
con ayuda de vacio a través de papel WHATMAN 542, recibiendo el filtrado en un
vaso de precipitados de 25 mL. Se continué lavando el matraz con pequefias
cantidades de disolucién lavadora hasta asegurarse de haber transvasado todo el
hidrolizado. Se ajust6 el pH a 6.8 + 0.2 con NaOH 5 N y se afor6 a 25 mL con agua
destilada. Los hidrolizados se transvasaron en frascos de plastico, donde se les

burbujed nitrégeno y fueron conservados en congelacion hasta su inyeccion.

9.1.6.2- Preparacion de las muestras para su inyeccién en el cromatégrafo de

liquidos

Con ayuda de una jeringa se filtr6 la muestra, pasandola a través de un acrodisco
de nylon de 0.2 ym de tamafio de poro, desechando las 5 primeras gotas y
recuperando el resto en un tubo eppendorf o un vial. Los hidrolizados se

derivatizaron de la misma forma que el estandar de aminoacidos.

9.1.6.3- Derivatizacion del estandar de aminoacidos y de los hidrolizados de
la muestra
Reconstitucion de AQC

Se precalenté un bafo con agua a 55 °C. Una vez que todo el reactivo de
derivatizaciéon AQC (vial 2A) se encontr6 en la parte inferior del vial, se enjuagé la
punta de una micro pipeta tomando 1000 uL del reactivo de dilucion de AQC (vial
2B) y desechandolos para volver a tomar el mismo volumen y transferirlo al vial 2A
y reconstituir el reactivo de derivatizacion AQC. Una vez afiadido el reactivo de
dilucién, el vial 2A fue cerrado herméticamente y agitado (con vortex) por 10 s. El

reactivo se almacend en ultracongelacién cuando no fue utilizado, cuidando de
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exponerlo lo menos posible a la humedad del ambiente para retardar su

degradacion.

Preparacion de un estandar de aminoacidos

Se mezclaron 80 pL de la disolucién stock de aminoacidos (2.5 mM) con 20 pL de
norleucina 5 mM-HCI 10 mM y 900 uL de agua purificada para obtener un estandar
de 16 aminoacidos (Asp, Ser, Glu, Gly, Hys, Arg, Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, Mer, Lys,
lle, Leu y Phe) de concentracion 0.2 mM,; cistina, 0.1 mM y norleucina 0.1 mM (como

estandar interno).

Derivatizacion del estandar de aminoacidos

En un vial para CLAR se depositaron 10 pyL del estandar de aminoacidos
(procurando que la punta de la pipeta no tocara las paredes del vial) y 80 uL del
buffer de boratos (vial 2B). El contenido del vial se mezclé en un vortex por 10 sy a
continuacion, se afadieron 10 pL del reactivo de derivatizacién ya reconstituido (vial
2A) y el contenido del vial se agitd nuevamente en el vortex durante un minuto
(tiempo durante el cual se lleva a cabo la reaccion y se hidroliza el exceso de AQC).
Se cerr6 el vial y se introdujo en el bafio de agua a 55 °C durante 10 minutos. Una
vez obtenidos los derivatizados de los aminoacidos, se inyectaron en el sistema

cromatografico como se describe a continuacion.

9.1.6.4- Analisis cromatografico

Preparacion de la fase movil

Buffer de acetatos-acido fosférico, pH 5.02 £ 0.02 (fase A). Se diluyeron 100 mL de
concentrado A (AccQ Tag concentrado A) hasta 1000 mL con agua purificada
utilizando un matraz volumétrico de 1000 mL. La disolucion fue pasada a través de
un sistema de filtracion a vacio con un filtro de tamafo de poro de 0.45 pym tipo HA
y almacenada en refrigeracion, filtrandola y desgasificandola ajustando el pH todos
los dias. El pH se ajust6é con acido fosférico concentrado o hidréxido de sodio 5 N,

cuando fue necesario.
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Acetonitrilo grado HPLC (fase B)

Agua ultrapurificada: destilada y desionizada (Fase C)

Acondicionamiento del equipo

Una vez estabilizado el sistema y acondicionada la columna a flujo de 1 mL, se inicio
el programa de elucién el cual fue ajustado previamente a 254 nm. El volumen de
inyeccion de la disolucion estandar de aminoacidos y los hidrolizados de
aminoacidos ya derivatizados fue de 10 pL. La determinacién del perfil de

aminoacidos de cada muestra se realizé por triplicado.
Gradiente de separacion y cuantificacion de aminoacidos

Se utilizé el programa de gradiente de separacion proporcionado por Waters,

indicado en el manual Waters AccQ Tag system Tabla 15.

Tabla 15- Programa de gradiente

Tiempo (min) Flujo % A %B %C
0.0 1.0 100 0 0
0.5 1.0 99 1 0
18.0 1.0 95 5 0
19.0 1.0 91 9 0
29.5 1.0 83 17 0
33.0 1.0 0 60 40
36.0 1.0 100 0 0
65.0 1.0 0 60 40
100.0 0.0 0 60 40
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Tabla 16- Orden de eluciéon

1-  Aminoquinolina (AMQ) 11- Prolina

2- Ac. Aspartico 12- Cistina

3- Serina 13- Tirosina

4- Ac. Glutamico 14- Valina

5- Glicina 15- Metionina
6- Histidina 16- Lisina

7- Amoniaco 17- Isoleucina
8- Arginina 18- Leucina

9- Treonina 19- Norleucina
10- Alanina 20- Fenilalanina

Calculos:

Se realizé el célculo con base a los equivalentes de norleucina de cada uno de los
aminoacidos en las muestras y el estandar. Para obtener el contenido expresado en
gramos de cada aminoacido por 100 gramos de proteina en la muestra, se realizé

el calculo siguiente:

1
mg aminoacido RespuestQestandar

g proteina pm * C n0Tlestsndar * YoPmuestra

Respuestamyestra * ( ) * Caa’Seseandar * P-M.xV % Cnorlyyesira

* 100000

En donde:

Respuesta muestra = relacién de areas aminoacido a norleucina en la muestra
Respuesta estandar = relacion de areas aminoacido a norleucina en el estandar
Caa estandar = concentracion del aminoacido en el estandar (mM)

PM. = peso molecular del aminoacido

V = volumen de aforo (L)

Cnorl muestra = concentracion de la norleucina en la muestra (mM)

pm = peso de la muestra (mg)
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Cnorl estandar = concentracion de la norleucina en el estandar (mM)
%Pmuestra = porcentaje de proteina en la muestra (g prot/ 100 g muestra)

100000 = Factor de conversidon mg de aminoacido en 1g de proteina.

9.1.7- Determinacioén de Triptéfano por método enzimatico (Lucas et. al., 1982)

Equipo:
% Espectrofotometro GENESYS MOD. 10-S.
% Incubadoraa 37 £ 1°C

s Voértex Lab-Line Mod. 1290 super mixer

Materiales:
% Cronometro
% Matraz aforado de 50 mL
% Matraz aforado de 100 mL
% Matraz aforado de 200 mL
% Matraz aforado de 500 mL
% Matraz Erlenmeyer de 50 mL
s Tapoén de hule del # 1
% Termdmetros de -20 a 110°C

% Tubos de ensaye

Reactivos:

% Acido clorhidrico (HCI) 0.1 N
% Acido clorhidrico (HCI) 11N: afiadir el 70% de agua destilada y adicionar el

volumen de HCI concentrado calculado de acuerdo a la pureza y densidad.

NOTA: hacer este reactivo con la proteccion necesaria y bajo campana de
extraccion, ya que el HCI es volatil y muy corrosivo
++ Buffer de fosfatos (pH: 8.0)
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s DMAB 0.5%: Pesar 0.5 g de p-dimetilamino-benzaldehido (Merck No. 3058)
y disolverlos con HCI 11N, aforar a 100 mL con el mismo acido concentrado.

++ Disolucion de Hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N

+ Disolucion de NaNO:2 0.2%: Pesar 0.2 g de nitrito de sodio cristalino (Sigma
S-2252) y se lleva a 100 mL con agua destilada

% Disolucion de Pancreatina 0.4%: Pesar 400 mg + 1 mg de pancreatina (Sigma
P-1500) y aforar a 100 mL con buffer de fosfatos pH 8.00.

+ Disolucion de Pepsina 0.3%: se pesan 300 £ 1 mg de pepsina (Sigma P-700)
y se aforan a 100 mL con HCI 0.1N

% Disolucion A: Pesar 2.78g de NaH2PO4 H20 (Merck No. 6346) y aforar a 100
mL.

+ Disolucion B: Pesar 35.81g de NaH2PO4.12H20 (Merck No. 206579) y aforar
a 500 mL Se toman 5.3 mL de la solucion Ay 94.7 mL de la solucion B y se
llevan a un volumen de aprox. 185 mL, se coloca en un potenciometro para
medir el pH, que debe ser de 8:0 + 0.1, ajustando con unas gotas de solucion
A o B y finalmente se afora a 200 mL con agua destilada.

+ Disolucion estandar de triptéfano (50 ug/mL): Se prepara una solucion stock
de 50 + 0.5 mg de triptéfano (Fluka No. 93659) y se afora a 100 mL con agua
destilada, y de esta solucién stock se realice un dilucion 1:10, para tener la

solucién deseada.

Procedimiento:

Se pesaron 0.25 g de proteina de acuerdo al porcentaje de proteina contenido en
la muestra, en un matraz erlenmeyer de 50 mL, se adicionaron 10 mL de pepsina
cerrando el matraz con un tapon de hule y se colocd en un bafio de agua a 37 £ 1
°C con agitacion durante tres horas; posteriormente se retird del bafo y se
adicionaron 10 mL de de NaOH 0.1N agitando suavemente, se afiadieron 10 mL de
disolucién de pancreatina, se cerré el matraz con tapén de hule y se dejé durante
24 horas en bafio con agitacion constante a 37 £ 1 °C . Se retir6 el matraz del bano
y se transvaso cuantitativamente a un matraz aforado de 50 mL y se afor6 con agua
destilada. Se filtr6 a través de papel filtro de poro cerrado (Whatman #5) y se
tomaron tres alicuotas de 2 mL colocandolas en tubos de ensaye, uno de ellos fue

68



el blanco al cual se le adicion6 7.5 mL de HCI 11N, a los otros dos se les agreg6 7.5
mL de DMAB, se agitaron vigorosamente utilizando el vortex y se dejaron en reposo

15 minutos en la oscuridad.

Transcurrido el tiempo se le adicion6 a cada uno de los tubos 0.5 mL de NaNOz, se
agitaron en vortex y se dejaron 15 minutos en reposo (en obscuridad). Se leyo la
absorbancia a 590 nm, usando el tubo de blanco de la muestra para ajustar a cero.
Para calcular la concentracion de triptéfano en la muestra, se elaboré una curva de
calibracion, con la finalidad de poder interpolar las lecturas de las muestras en

donde la concentracion de triptéfano va de 0 a 100 ug de triptéfano Figura 13.

Curva patron triptofano

y =0.006x - 0.010
R?=0.971

Absorbancia (590 nm)

0.1 0 20 40 60 80 100 120
Concentracion (ug triptofano)

Figura 13. Curva de calibracién para la determinacién de Triptéfano

Calculos:

Se ajustaron las lecturas de las muestras restando el blanco respectivo, la lectura

obtenida se interpold en la curva estandar de triptéfano para obtener la cantidad de
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triptéfano en la alicuota (CM) y a ésta se le resto el valor obtenido del blanco de
reactivos (valor promedio de la gelatina CG).
Se calculd la concentracion de triptéfano en la muestra expresada en g de triptéfano

100 g de proteina, mediante la siguiente férmula:

gTrp (€M —-CG) = A]
100 g Proteina (M * a * %P *100)

En donde:

CM = Cantidad de triptéfano en la alicuota de la muestra (g)

CG = Cantidad promedio de triptéfano en la alicuota del blanco de reactivos

(gelatina) (9)
A = Aforo del hidrolizado (mL)

M = Cantidad de muestra (g)
a = Alicuota del hidrolizado para desarrollar color (mL)

%P = porcentaje de proteina de la muestra.

9.1.8- Determinacion de la calificacion quimica (CQ)

La calificacion quimica se calculd6 comparando el perfii de aminoacidos
indispensables de cada material con el reportado de la FAO/WHO (1985), para

nifos de preescolar de 2 a 5 afnos, de la siguiente manera:

mg aa indispensable en el alimento
g de proteina en el alimento
mg aa indispensable en la referencia *
g proteina en el patron de referncia

Calificacion quimica =

100

9.1.9- Ensayo Biolégico
Equipo:
+ Balanza analitica Sartorius analytic
+» Balanza granataria para animales de laboratorio
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% Balanza granataria de un platillo

Materiales:

% Bebederos

% Cernidor (de 2 £ 0.05 mm de abertura)

% Charolas de papel

% Comederos para ratas

+ Envases de plastico de boca ancha con tapa de 200 mL aprox.
% Mortero con pistilo

+ Rack de jaulas individuales

Reactivos:
% Caseina (MP Biomedicals inc., 901293)
s Dextrosa (USP Comercial Quimico BARSA)
¢ Dextrina (Fécula de maiz, Maizena)
%+ Sacarosa (comercial Salwill)
% Mezcla de sales minerales (MP Biomedical inc., 902842)
¢ Mezcla de Vitaminas (MP Biomedical inc., 902842)
¢ Celulosa (SIGMA C- 8002)
% Colina (disolucion al 50%)
+ Manteca vegetal (INCA)

Condiciones experimentales:

+« Alimentacién: Dieta respectiva a cada lote y agua ad libitum

% Humedad relativa: 40 — 70%

¢ lluminacion. 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad

< Temperatura. 20-25 °C

« Tiempo de experimentacion: 28 dias para el bioensayo PER , 11 para el
bioensayo NPR

Procedimiento:



Se emplearon 40 ratas macho, de la cepa Wistar con una edad de 21 dias, recien
destetadas y con un peso inicial de 40 + 10 g. Los animales fueron pesados y
distribuidos en cuatro lotes de diez ratas cada uno por el método de la culebra
japonesa. El cual consiste en ordenar los pesos de menor a mayor y posteriormente
distribuirlos en forma de culebra japonesa entre los grupos verificando al final que
la diferencia del peso promedio entre los lotes no sea mayor a 10 g. Una vez
distribuidas se colocaron individualmente en jaulas de acero inoxidable con agua y
comida ad libitum, se llevo a cabo un registro del alimento consumido asi como del
incremento de peso de cada animal de experimentacion cada tercer dia durante el

tiempo indicado para los bioensayos PER Y RPN.

El alimento suministrado se elabord a partir de las hojas de moringa, obteniendo
dietas isoproteinicas e isoenergéticas con una dieta control de caseina con 10% de

proteina y aproximadamente 335 kcal/100 g de dieta.

Calculos:

Relacion de eficiencia proteica REP:

AP

REP = S0 F

En donde:

AP= Incremento en peso del animal a prueba (g).

>Al= Total de alimento ingerido después de 28 dias (g).
F= g de proteina en la dieta/ en 100g de dieta

Posteriormente se calculd el promedio, desviacion estandar y coeficiente de
variacion (CV) de cada lote, si el CV es mayor a 15%, se elimina el valor mas alto y

el mas bajo y se vuelve a recalcular hasta obtener un CV < 15%.

72



Relacion de eficiencia proteica ajustado REPa:

REPcaseina (referencia)

REP; = REP (prueba) X

REPcaseina (experimental)

En donde:
REP caseina (referencia) = 2.5

Relacion de Proteina Neta RPN

[APprueba - APDLN]
YAl x F

RPN =

En donde:

AP prueba= Incremento en peso del animal a prueba (g)

AP pn= Incremento en peso del promedio del lote alimentado con la dieta libre de
nitrégeno (DLN) (g)

2Al= Total de alimento ingerido después de 11 dias (Q)

F= g de proteina en la dieta/ en 100g de dieta

Posteriormente se calcula el promedio, desviaciéon estandar y coeficiente de
variacion (CV) de cada lote, si el CV es mayor a 15%, se elimina el valor mas alto y

el mas bajo y se vuelve a recalcular hasta obtener un CV < 15%.

Relacion de proteina neta ajustado RPNa:

RPNcasel’na (referencia)

RPNa = RPN(prueba) X

RPNcasel’na (experimental)

En donde:
RPN caseina (referencia) = 416

73



9.1.9.1 Digestibilidad aparente (%Da)

La digestibilidad aparente se determind utilizando las heces recolectadas durante la
ultima semana del REP, las heces fueron secadas, pesadas y molidas para obtener
un material lo mas homogéneo posible, de este polvo se tomé una muestra para
determinar la concentracion de nitrégeno total por el método Kjeldahl. Se determiné
la concentracion de nitrégeno en las dietas evaluadas para poder realizar los
calculos.

Calculos:

NI — Nf

0 =
%Da NI

* 100

En donde:
NI= X Al (alimento ingerido)* F (g de proteina en la dieta/ 100g de dieta)
Nf= 2 H (heces)* F (g de proteina en la dieta/ 100g de dieta)

Se realiza el mismo calculo para cada rata y posteriormente se calcula el promedio,

desviacién estandar y coeficiente de variacién (CV); el cual debe ser < 5%.
9.1.9.2 Energia digerible (%ED)

Equipo:
«» Balanza analitica, Sartorius analitic
«+» Bomba calorimétrica balistica GALLENKAMP, mod. CBB-330-010L

Materiales:
+«+ Crisol de acero inoxidable de 25.4 mm de didmetro (1 pulgada)
% Desecador de vidrio
* Mango metalico compactador

% Mecha de algodén de 75 mm de longitud

Reactivos:
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< Acido benzoico (valor calérico certificado de preferencia de la British
Chemical Standards). 1g de acido benzoico= 26.45 kJ

Procedimiento:

Acondicionamiento de la muestra

La densidad energética se determiné utilizando las heces recolectadas durante la
ultima semana del REP asi como las dietas a prueba; las heces fueron secadas,
pesadas y molidas para obtener un material lo mas homogéneo posible. Se tomaron
aproximadamente 0.5 g de muestra que se colocaron en un crisol metalico especial,
previamente tarado junto con la mecha de algodén, de tal manera que un extremo
de hilo quedd introducido dentro de la muestra, este peso corresponde al peso
preliminar (pp). Se compacté la muestra con el mango metalico procurando que sea
lo mas uniforme posible y que un extremo de la mecha quede introducido dentro de
la muestra, el crisol con la muestra compactada se pesa huevamente para obtener

el peso final (pf). Los crisoles con muestra se colocan en un desecador de vidrio.

Combustion de la muestra:

Una vez que se tuvo el crisol con la muestra, se colocé en la base superior del pilar
central de la bomba y con mucho cuidado se introdujo la punta suelta de la mecha

de algoddn en el alambre de ignicion como se ilustra en la Figura 14.

MECHA ALAMBRE
DE IGNICION

BASE DEL
PILAR

PILAR
CENTRAL

*) )

Figura 14. Colocacién del crisol en el dispositivo de combustion 75



Se procedié a cerrar herméticamente el capuchdén a la base de la bomba de
combustion Figura 14. Con ayuda del anillo metalico, una vez cerrado se coloco el
sensor del termopar en el orificio del capuchdn. Se abrio el cilindro con oxigeno para
dejar pasar el gas hacia el manometro principal. Se abri6 la valvula de paso girando
de 72 a "2 la perilla y se alcanzé una presion dentro de la bomba balistica de 25
bars. Una vez alcanzada la presion, se cerrd la valvula de paso y se ajusto el
indicador del galvandmetro a cero con ayuda primero del ajuste grueso y
posteriormente con el dispositivo de ajuste fino. Se verificd que las condiciones
anteriores se mantuvieran por aproximadamente 10 segundos y se oprimio el boton
de ignicion.

SENSORDEL TERMOP%CONECTADO AL GALVANOMETRO

MECHA DE

ALAMBRE DE ALGODON

IGNICION
CRISOL METALICO
BASE DELPILAR

CAPUCHON DE
LA BOMBA

PILAR LATERAL

PILAR CENTRAL

ANILLO METALICO DE
CIERRE HERMETICO

6

SELLODE
NEOPRENO (0-RING)

ELECTRODOS
DE CORRIENTE (+)
DIRECTA

VALVULA DE
ENTRADA PARA 0O:

BASEDE LA
BOMBA

Figura 15. Diagrama esquematico de bomba balistica

Llevada a cabo la combustion indicado por un maximo en la lectura del
galvanometro, se tomaron exactamente 3 minutos, después de los cuales se midi6
la lectura obtenida en el galvandmetro, y es directamente proporcional al calor
liberado en la combustion. Tomada la lectura del galvanémetro, se abrio la valvula
de salida de los gases de combustion, se desconecté el sensor del termopar y una
vez liberados por completo los gases de combustidn, se quitd el capuchdn de la
bomba girando el anillo metalico en sentido inverso al cierre. Por ultimo, se cerro la
valvula de liberacion de gases y se atemperd el capuchdn de la bomba en un bafo
de agua fria hasta temperatura ambiente para realizar una nueva determinacién. Se

realizé la determinacion minimo por triplicado para cada muestra.
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Calculos:

Para calcular la densidad energética de la muestra, es necesario contar con una

curva de calibracion, para lo cual se realizé la combustidn de diferentes pesos de

acido benzoico Tabla 17 y anoto6 la respectiva lectura obtenida de la escala del

galvanometro. Una vez obtenidas las lecturas, se convirtid los gramos de acido

benzoico de cada punto de la curva en kJ, para lo cual se utilizé6 el valor de

certificacion del proveedor.

Tabla 17- Lecturas para la elaboracién de la curva patrén de Acido Benzoico.

Ac.Benzoico  Densidad Lectura
(g) energética (kJ)
0.1536 4.0633 2.275
0.3098 8.1954 4.150
0.5242 13.8672 7.300
0.6183 16.3565 8.500
0.7138 18.8829 9.600

Con los datos anteriores se trazo la curva de calibracién Figura 15 de contenido

caldrico con la cual se pudo obtener por interpolacion la densidad energética de la

muestra en el crisol.

12 4
— 10 -+
©
c
2 8-
8
o 6 -
e
5 4 - y = 0.505x + 0.1671
§ 5 | R2=0.9984
O T T T
0.0000 5.0000 10.0000 15.0000
Densidad energética (kJ)

Figura 16. Curva patron de acido benzoico
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La densidad energética de las heces y las dietas se calcularon con la formula

siguiente:

Densidad energética (kJ) / g de muestra = __Densidad energética por interpolacién (kJ)

Peso de la muestra (g)

Una vez obtenido el valor de densidad energética tanto en las dietas como en las

heces, se calcul6 el porcentaje de energia digerible mediante el siguiente algoritmo:

Ei — Ef

%ED = * 100

En donde:
Ei= peso alimento ingerido (g)* densidad energética dieta (kJ/g)

Ef= peso heces (g)* densidad energética dieta (kJ/g)
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9.2 FORMULACION DE DIETAS

Tabla 18- Composicion de dietas utilizadas en el bioensayo (g/100 g de dieta)

Materia prima Dietas (g/100 g)

Referencia Oaxaca Michoacan Puebla
Caseina (94.3%) 18 e e e
Moringa Oaxaca - 35692 e e
Moringa Michoacan = o 4782 -
Moringa Puebla - e e 36.09
Sacarosa 22.0 16.93 14.20 16.36
Glucosa 19.0 14.62 12.27 14.13
Dextrina 25.0 16.29 13.41 17.38
Manteca vegetal 8.0 6.76 6.23 6.65
Aceite de maiz 6.0 5.08 4.67 4.99
Mezcla de sales 4.0 20 20 20
Mezcla de vitaminas 20 20 20 20
Colina (50% p/v) 0.4 0.4 0.4 0.4
Celulosa 18 e e
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