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1. INTRODUCCION

México es un pais megadiverso, en virtud de que en su territorio se localiza un alto
namero de especies de plantas, animales, hongos y otros organismos, que forman parte
del patrimonio natural del pais. Aproximadamente en México existe mas del 12% de la
biota mundial. Esta alta diversidad se debe a las variaciones topograficas y climaticas del
pais, ademas de la confluencia de dos regiones biogeograficas, la Neértica y la
Neotropical, lo que genera una gran variedad de nichos ecolégicos. En el pais se cuenta
a nivel mundial con el 10 a 12% de plantas, el 10.64% de hongos, el 6.64% de algas y el
9.60% de vertebrados (Villareal, 1997).

Se estima que en el mundo existen alrededor de 1.5 millones de especies de hongos, de
las cuales solo se han llegado a describir 4.5%. De este millon y medio de especies
aproximadamente 200 mil se encuentran en México y solo se han llegado a describir 7
000 especies, lo que indica que se requiere un mayor esfuerzo en trabajos de

investigacion de este tipo de organismos. (Fernandez, 2005)

En el México actual, el uso de los hongos es amplio, se utilizan como ceremoniales,
insecticidas, ladicos, medicinales, ornamentales, recreativos y comestibles. Los hongos
comestibles son muy importantes para la alimentacion humana en zonas rurales. Esto
debido a que proporcionan una buena fuente de proteinas, hidratos de carbono, fibra asi
como minerales, vitaminas, algunos aportan cantidades considerables de calcio, fésforo,
hierro, sodio y potasio y proveen un valor nutritivo comparable al de algunos alimentos
ricos en proteinas y ricos en fibra. Estos hongos se consideran alimentos de alto valor
nutrimental, ademas de ser muy accesibles econémicamente a comparacion de otros

tipos de alimentos. (Guzman- Davalos, 1984)

Este trabajo tiene el fin de proporcionar informaciéon sobre tres especies de hongos:
Helvella elastica, Ramaria spp y Helvella lacunosa, las cuales crecen en la regién de los
volcanes Izta-Popo y determinar su potencial como alimento asi como evaluar su posible

toxicidad con ciertos metabolitos intrinsecos en los hongos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar el andlisis quimico proximal, asi como el contenido de proteina y su
disponibilidad, también determinar algunos factores tdxicos presentes en tres
variedades de hongos (Helvella elastica, Helvella lacunosa y Ramaria spp)
procedentes de la region de los volcanes izta-popo con la finalidad de evaluar su

potencial nutritivo y relativa inocuidad.

2.2 Objetivos particulares

Determinar el contenido de proteina cruda y proteina verdadera de Helvella
elastica, Helvella lacunosa y Ramaria spp.

Determinar la digestibilidad proteinica in vitro, asi como el contenido calérico de
las tres variedades de hongos.

Determinar el contenido de los siguientes factores téxicos: Inhibidores de tripsina,
lectinas, saponinas, nitratos y alcaloides, a las tres variedades de hongos.

Realizar el andlisis estadistico de los diferentes pardmetros, para conocer si hay

diferencia significativa entre las tres variedades de hongos.



3. ANTECEDENTES

3.1 La Etnomicologia en México

La etnomicologia, es un area de la etnobiologia que estudia las interacciones del hombre
con los hongos, haciendo referencia a la influencia que estos organismos han tenido en
las expresiones culturales del hombre a través de tiempo y en diferentes regiones.
(Estrada-Torres, 1994)

La investigacion etnomicoldgica en México comenzé formalmente en la década de los
cincuenta con los trabajos realizados por Heim (1956), Wasson y Wasson (1957) y Heim y
Wasson (1958), en los cuales cobra un auge inusitado el conocimiento que los hongos en
ciertos grupos indigenas de México, principalmente los hongos psicotropicos empleados

en ceremonias y rituales magico-religiosos que son de suma importancia (Ruan, 2005).

En los dltimos afios, la Etnomicologia en México ha tenido un gran impulso en el campo
cientifico, debido en parte a que se trata de un pais pluricultural, en el cual conviven
muchos grupos étnicos que conservan una gran tradicion (Gémez-pompa, 1982) y al
vasto tesoro Etnomicoldgico del pais (Palomino-Naranjo, 1990), actualmente se realizan
investigaciones de caracter diverso: generales, analiticos, historicos, de manejo y

metodoldgicos (Moreno-Fuentes et al., 2001).

En México se han realizado estudios Etnomicoldgicos con diversos grupos étnicos como
son los Chinantecos, Chontales, Ch'oles, Mayas, Matlatzincas, Mazahuas, Mazatecos,
Mixtecos, Nahuas, Otomies, Purépechas, Raramuris, Tepehuanes, Totonacos, Wirrarika,
Zapotecos, Zoques Yy varios grupos mestizos en los estados de Chihuahua, Distrito
Federal, Durango, Estado de México, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla,
Tabasco, Tlaxcala, Veracruz y Yucatan, entre otros (Garibay-Orijel et al., 2006; Montoya-
Estrada et al., 2003; Moreno , 2002; Ruan et al., 2004).

3.2 Diversidad de los hongos

Los hongos son un grupo de eucariotes heterétrofos, los cuales estan ampliamente
distribuidos en todos los ecosistemas, soportando algunas especies temperaturas
extremas, presiones atmosféricas elevadas o muy bajas, en diferentes condiciones de
salinidad y pH (Zhdanova et al. 2000). En cuanto a la estimacién de la diversidad de
hongos en el planeta, los estudios que se han realizado desde 1991 a la fecha se basan

en parametros que revelan cifras muy variables, que van desde 500 000 hasta 9.9



millones de especies (Hawksworth, 1991, 2001). Otros autores indican que existen por lo
menos 700 000 especies de hongos en el mundo, de las cuales méas del 80% son hongos
microscépicos. Para el caso s6lo de macrohongos a nivel mundial, se han descrito 21
679 especies, y se estima que debe haber entre 53 000 y 110 000 especies (Schmit y
Mueller, 2007).

En lo que se refiere al conocimiento de la diversidad de hongos en México, se estima que
se conocen 4 500 especies de macrohongos y 2 000 de microhongos, esto representa el
6.6% de lo que se conoce en el mundo (Kirk et al. 2008). Se calcula que en México habria
més de 200 000 especies de hongos, por lo que sélo se conoce el 3.2% de las que crecen
en el pais (Guzméan, 1998).

3.3 Biologia de los hongos

Los hongos son organismos que constituyen uno de los cinco reinos de la naturaleza, el
cual es denominado el Reino Fungi (Mendoza, 2004). Se definen como organismos
heterotréficos y eucarioticos, la mayoria de ellos, estan formados por células alargadas y
filamentosas llamadas hifas, que cuando se agrupan forman micelios, los cuales realizan
funciones de respiracion, nutricibn y crecimiento (Lorenzana, 2008). Las hifas son
ramificadas y en la mayoria de los casos estan constituidas por paredes celulares que
contienen quitina y/o celulosa. Las hifas pueden formar un érgano reproductor, esporangio
0 gametangio. Por lo general se reproducen de manera asexual y sexual (por esporas)

(Alexopoulos y Mims, 1985; Herrera y Ulloa, 1998).

La reproduccion asexual es la mas importante para la propagacion de la especie, debido a
gue permite la produccién de numerosos individuos, y sobre todo, porque el ciclo asexual
se repite varias veces al afio, mientras que la fase sexual de muchos hongos se produce

solo una vez al afio 0 una vez cada cinco o diez afios (Lodge et al., 2004).

3.4 importancia biol6gicay funcion ecolégica

Los hongos son el segundo grupo mas diverso de individuos, después de los insectos.
Esto debido a que desempefian funciones de suma importancia relacionadas con el
reciclaje de materia organica en los ecosistemas (Trappe y Luoma, 1992).
Ecol6gicamente destacan por los multiples roles que juegan en los ambientes naturales,
lo cual esta intimamente relacionado con su tipo de nutricion. La absorcion de nutrientes

la realizan a través de la membrana y depende intimamente del sustrato donde se



desarrollen, siendo capaces de desdoblar materiales orgénicos tan complejos como la
celulosa, hemicelulosa y lignina, componentes mas importantes de la hojarasca,

constituyendo de 50 a 80 % de la materia seca (Valenzuela et al., 2001).

Los hongos macroscépicos viven en diversos sustratos, pues mientras unos aprovechan
elementos del suelo para su desarrollo (los terricolas), otros se establecen sobre la
madera (los lignicolas), la materia organica en proceso de descomposicion (los
humicolas), el excremento de algunos animales (los coprofilos), y algunos mas se
desarrollan sobre plantas, animales u otros hongos que aun estan vivos (los biotrofos,

enddfitos y parasitos) (Delgado et al., 2005).

Con base en sus caracteristicas tréficas, los hongos se clasifican en tres niveles troficos:
saprobios, simbiontes y parasitos (Marmolejo, 2000). Estas interacciones, han sido de
gran interés por el impacto que tienen en los ecosistemas. Una de las mas extendidas es
aguélla formada por algunos hongos con las plantas, denominada micorriza, que es una
interaccion ecoldgica mutualista donde las plantas se benefician al obtener minerales y
elementos del suelo, mientras que el hongo recibe a cambio hidratos de carbono y
algunas vitaminas que éste es incapaz de sintetizar por si mismo; asi también les

proporciona proteccion fisica contra patégenos y el frio (Sanchez, 2005).

3.5 Hongos silvestres comestibles
Los hongos silvestres comestibles son organismos muy comunes en la naturaleza,
pueden vivir practicamente en todos los medios. Algunos viven de la materia organica ya

sea viva 0 muerta, la cual degradan para alimentarse de ella. (Guzman et al, 2002)

Los hongos silvestres comestibles cuentan con propiedades nutrimentales singulares y
éstas varian debido a factores como la especie, el desarrollo de esporoma, la region del
mundo donde éstos crecen, época del afo, tipo de suelo, entre otros, e inclusive el

método analitico utilizado para calcular su valor nutrimental.

Constituyen una fuente formidable de alimento, debido principalmente a su contenido
proteinico, asi como a la presencia de vitaminas B y D, y de quitina como una importante
fuente de fibra; son ademas bajos en grasa y carecen totalmente de colesterol. Se podria
sefialar que el contenido proteinico de los hongos silvestres comestibles se encuentra
entre 10 y 40% en peso seco, habiendo casos excepcionales por debajo del limite inferior
(Martinez, 2010).



En general los hongos silvestres comestibles poseen un buen contenido de proteinas y
minerales en peso seco, uno bajo en grasas, un contenido de aminoacidos esenciales y
minerales importantes, ademas que son ricos en fibra y favorecen la digestion (Boa,
2005).

3.6 Género Helvella

El género Helvella es un grupo de aproximadamente 40 especies en el mundo
perteneciente a la familia Helvellaceae. Se encuentra ubicado dentro del Phylum
Ascomicota (Kirk et al., 2001). Se define como uno de los grupos mas grandes y diversos
dentro del reino Fungi, caracterizandose por presentar meiosis después de la formacion
de un cigoto de vida corta para producir esporas dentro de meiosporangios llamados
ascas. Su compatibilidad sexual es de tipo bipolar y presentan una pared celular de dos
capas (Barr, 2001).

Algunas especies de Helvella presentan un compuesto llamado giromitrina, que al entrar
en contacto con el agua se hidroliza formando monometilhidrazina (MMH), altamente
toxica para el ser humano (Lincoff y Mitchel, 1977). Sin embargo, también se presentan
especies comestibles que rara vez son causa de intoxicacion, pues ninguna se consume
cruda y generalmente la MMH es desechada con el agua de coccion. Aun asi se debe
estar seguro de su determinacion debido a que la distribucién de la toxina ain no ha sido

bien establecida (Hansen y Knudsen, 2000).

El conocimiento del género en México se basa principalmente en listados de especies
para alguna region particular en los que se incluyen otros grupos de Ascomicetos, varios
grupos de Basidiomicetos, Liquenes e incluso Mixomicetos. Se han reportado un total de

23 especies desde sus primeros registros (Garcia-Romero et al., 1970).

La distribucién de Helvella corresponde a bosques templados frios, principalmente
Bosques de pinus spp., Quercus spp., Abies spp. Y bosques mixtos incluyendo el bosque
mesofilo de montafia para diversos estados del pais. El periodo de fructificacion ocurre
entre agosto y octubre a una altitud de 210 a 3500 msnm, con habito de gregario a
solitario en funcién de la especie, creciendo cominmente sobre tierra o humus y en

ocasiones sobre madera (Guzméan- Davalos, 1984).

Las especies comestibles mas comunes son Helvella lacunosa y Helvella crispa que se

encuentran normalmente en mercados, aunque también se ha reportado a H. elastica, H.



macropus y H. acetabulum. Ademas este género incluye especies ectomicorrizicas,

principalmente H. lacunosa, H. crispa y H. macropus (Quintos et al. 1984).

3.7 Género Ramaria

Por su morfologia externa, el género Ramaria, tradicionalmente se ha considerado como
perteneciente a los hongos clavaroides (Petersen, 1968). Aunque el epiteto del género
Ramaria fue introducido por Holmskjdld en 1790, no se reconocio debido a que de manera
equivocada designé a un ejemplar de Clavulina como la especie tipo, nombrandola como
R. coralloides la cual evidentemente presentaban esporas blancas, mientras que las
especies que conforman a Ramaria las tiene ocraceas. No obstante, consider6 el habito
ramificado como una de las caracteristicas mas significativas para conjuntar a los

miembros de este grupo (Marr y Stunz, 1973).

El género Ramaria cuenta con una amplia diversidad de especies que se desarrollan
principalmente en bosques templados, subtropicales o en selvas tropicales. A nivel
mundial hasta ahora se han descrito 221 especies, sin embargo, se ha estimado que
pueden existir no menos de 300 especies (Kirk et al., 2008). En el caso de México, su
conocimiento es bastante restringido donde uno de los primeros registros fue realizado
por Nieto-Roaro en 1934, quien cité a Ramaria flava y Ramaria formosa (Estrada-Torres
1994).

Algunas especies como R. botrytis y R. rubripermanens del subgénero Ramaria, tienen
gran importancia en México, ya que en varias zonas se consumen como alimento siendo

”

nombradas como “escobetas rojas, rositas y moraditas” “manitas” y “pata de gallo”.Entre
otras especies encontradas y comercializada en el Estado de México encontramos
especies como Ramaria aurea, R. fennica, R. holorubella, R. pallida, R. rasilispora, R.

rubiginosa, R. sanguinea, R. stricta, por mencionar algunas (Gémez et al., 2005, ).

No se ha reportado hasta ahora alguna especie mortal que pertenezca a este género, sin
embargo, se ha reportado algunos casos, en los cuales la ingestién de este tipo de
hongos (ejemplo R. formosa) sobre todo los de sabor amargo pueden provocar una
irritacion en estdbmago, causando diarrea y dolor. Cabe mencionar que muchas veces la

intensidad de sintomas dependen de la susceptibilidad de la persona (Villegas, 1987).



3.8 Analisis proximal

El analisis proximal es un analisis quimico que determina la composicién de un alimento
en términos de sus principales grupos y nutrimentos, sin especificarlos en forma
individual. Comprende humedad, cenizas, grasa cruda o extracto etéreo, fibra cruda y por

diferencia a 100, el extracto libre de nitr6geno (Badui, 1996).

El andlisis proximal es un sistema que combina procedimientos desarrollados en
Alemania hace mas de un siglo y es el esquema mas utilizado para describir a los
alimentos. Su estandarizacion fue llevada a cabo en los Estados Unidos por la Association
Official Analytical Chemists (AOAC); y desde entonces solo ha sufrido ligeros cambios
(Morfin, 1991).

Este andlisis consta de las siguientes determinaciones:

e Determinacién de humedad.

e Determinacion de extracto etéreo (grasa cruda).
e Determinacion de proteina cruda.

e Determinacion de fibra cruda.

o Determinacién de cenizas.

e Determinacion de extracto libre de nitrogeno (Hidratos de carbono).

El conjunto de estas determinaciones se denomina “A.Q.P.”(Sanchez, 2002).

3.8.1 Agua

El contenido de agua en los alimentos varia en funcién del tipo de alimento. Por ejemplo,
en el caso de frutas y verduras se reportan porcentajes que van desde el 85 al 90%,

mientras que para el caso de legumbres secas entre el 8 y 15%.

El agua desempefia funciones estructurales que afectan la textura de las células animales
y vegetales. Ademas influye en la estabilidad de los alimentos, ya que es necesaria para
que se lleven a cabo ciertas reacciones quimicas y bioguimicas. El agua en los alimentos
puede encontrarse en forma de agua libre o disponible, estd es la forma mas
predominante y se pierde con gran facilidad, este tipo de agua se estima en la mayoria de
los métodos para determinaciéon de humedad. También existe el agua ligada, que se
encuentra como agua de cristalizacion o ligada a las proteinas y a las moléculas de

disacaridos (Hernandez y Sastre, 1999).



La mayoria de las funciones biologicas del agua esté relacionadas con su propiedad de
actuar como disolventes de numerosos compuestos. Participa en la digestion (hidrolisis de
proteinas, grasa e hidratos de carbono), la absorcion de nutrimentos digeridos, el
transporte de metabolitos en el organismo, regula la temperatura corporal, la excrecion de
los productos de desecho asi como medio donde se llevan a cabo las reacciones
metabdlicas de un organismo. De alli la importancia de determinar la cantidad de agua
gue se consume (Aron, 1998).

3.8.2 Proteina

Las proteinas son moléculas muy complejas, en cuya composicion elemental se
encuentra siempre presentes carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrégeno. La mayoria de
ellas también incluye en su composicion al azufre y en algunas se observa ademas
presencia de fésforo, hierro, zinc, molibdeno, u otros elementos (Pefia, Arroyo, Gémez,
Gbmez y Tapia, 2004).

Las proteinas son las macromoléculas que estan presentes en todos los tejidos del
organismo. Algunas de las funciones que cumplen las proteinas es que son
constituyentes principales de las células que forman los tejidos y los 6rganos. También
cumplen funciones especiales en la regulacién de procesos biol6gicos y también son una

fuente de energia (Garcia, 1983).

Al hablar del aprovechamiento nutritivo de las proteinas, se deben distinguir tres
aspectos: cantidad, calidad y digestibilidad, debido a que consumir grandes cantidades de
proteina no implica que satisfagan las necesidades de aminoacidos del individuo. La
calidad de éstas, se define de acuerdo al contenido de aminoacidos indispensables, que
son utilizados para el crecimiento y mantenimiento del organismo; la digestibilidad, se
considera una medida de la capacidad con la que el organismo metaboliza y aprovecha

los nutrimentos, es decir la disponibilidad fisiol6gica (Feldman, 1988).

3.8.3 Lipidos

Las grasas son un importante combustible contenido en los alimentos debido al alto
aporte calérico que suministran y representa una reserva importante de energia. Son
considerados como ésteres de &acidos grasos y glicerol. Entre las funciones mas
importantes de las grasas son el mantenimiento de la temperatura corporal, reserva

energética y vehiculo de vitaminas liposolubles.



Los &cidos grasos pueden ser sintetizados en el organismo mediante vias metabdlicas
especificas, sin embargo existen acidos grasos de importancia nutricional, ya que son
indispensables, es decir necesaria su ingesta, debido a que el organismo no los produce;
tal es el caso del &cido linoleico, linolénico y araquiddnico, los cuales son necesarios para

realizar funciones especificas (Lopez, 2000)

3.8.4 Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono, son los nutrimentos mas abundantes que se encuentran en la
naturaleza y por lo tanto los mas consumidos. Son compuestos de carbono, hidrogeno y
oxigeno, quimicamente son polihidroxicetonas, polihidroxialdehidos y sus derivados,
comunmente son de origen vegetal como: glucosa, sacarosa al igual que los polisacaridos

almidon y celulosa (Brownsell et al., 1993).

Por cada gramo de hidratos de carbono se obtienen 4 kcal. Es una fuente de energia
rapida para el organismo de tal forma que son necesarios para llevar a cabo funciones
bioldgicas, los musculos e higado pueden ocuparla para satisfacer demandas

energéticas.

El almidén en los vegetales y el glucogeno en los animales son hidratos de carbono de
almacenamiento que pueden ser utilizados rapidamente para formar glucosa, que es el
combustible primario para liberar energia y llevar a cabo las funciones celulares (Mendoza
y Calvo, 2010).

3.8.5 Fibra cruda

Con el nombre de fibra cruda se agrupa una mezcla heterogénea de componentes de
origen vegetal resistentes a las enzimas del tracto gastrointestinal del hombre, es un
residuo organico insoluble constituido principalmente por celulosa, pectina, lignina,

hemicelulosa, gomas y mucilagos.

La celulosa es el hidrato de carbono mas abundante en la naturaleza y es uno de los
componentes estructurales de las células vegetales, representando un 20 a 40% de la
materia seca de las plantas verdes. La union de las moléculas de glucosa, mediante un
enlace B-glucosido hace a la celulosa especialmente insoluble y resistente a la

degradacion por enzimas digestivas (Lopez, 2003).
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La fibra cruda se encuentra en verduras, cereales, leguminosas y en frutas, es
responsable de la motilidad gastrointestinal con la reduccién del tiempo de transito de los
alimentos (Hart y Johnstone, 1984).

3.8.6 Cenizas

Las cenizas, proporcionan un porcentaje aproximado de la cantidad de minerales
presentes en la muestra, provienen de las sales minerales que incluyen todos los
compuestos inorganicos fijos de la muestra, son el residuo que queda al incinerarlas. La
incineracién de la muestra destruye la materia organica cambiando su naturaleza, las
sales metdlicas se convierten en 6xidos o carbonatos y reaccionan durante la incineracion
para formar fosfatos, sulfatos o haluros. Entre los minerales presentes se encuentran el

hierro, cobre, magnesio, sodio, calcio, fésforo, azufre y zinc (Aragon y Villa, 1994).

3.9 Digestibilidad in vitro

La digestibilidad es una forma de medir el aprovechamiento de un alimento, es decir, la
facilidad con que es convertido en el aparato digestivo en sustancias Utiles para la
nutricion. Constituye un indicador de la calidad de la materia prima que a veces varia
notablemente, de una especie a otra; asi como antes y después de someterlo a

tratamientos tecnoldgicos como el procesamiento térmico (Manriquez y Romero, 1993).

La digestibilidad proteinica es uno de los parametros utilizados para medir el valor
nutricional, debido a que no basta que la proteina se encuentre en altos porcentajes en el
alimento sino que debe ser digerible para que pueda ser asimilado y, por consecuencia,
aprovechado por el organismo que lo ingiere. Por lo tanto, la digestibilidad constituye una
excelente medida de calidad y ello ha suscitado la idea de medirla de diferentes formas.
Una de ellas es de forma in vitro simulando las condiciones y reacciones fisiol6gicas que
se llevan a cabo dentro del organismo al someter a las proteinas a una digestion artificial
mediante el uso de enzimas proteoliticas; sin embargo uno de sus inconvenientes es que

los resultados pueden ser inexactos pero son reproducibles. (Manriquez y Romero, 1993).

Las proteinas de origen animal son mas digeribles (95 a 100%) que las de origen vegetal
(60 a 85%). Un decremento en la digestibilidad de las proteinas puede ser debido a su
contenido de fibra, que actia como una barrera fisica para la difusién enzimatica, ademas
hace que el paso por el intestino sea mas rapido, por lo que disminuye el tiempo de

absorcion. La digestibilidad proteinica también puede afectarse por factores toxicos, los
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cuales disminuyen la absorcibon de la mucosa intestinal, asi como factores

antinutricionales que disminuyen la accién de las enzimas digestivas (Rodriguez, 2010).

Algunos procesos pueden mejorar la digestibilidad, uno de ellos es el tratamiento térmico,
el cual debido a la desnaturalizacién de las proteinas nativas y hacerlas mas susceptibles
a la accion de las enzimas digestivas; sin embargo, se puede revertir este efecto con un
sobrecalentamiento, ya que se puede modificar la solubilidad de las proteinas y hacerlas
poco digeribles. Otro tratamiento es mediante un remojo, ya que el &cido fitico, los
inhibidores de tripsina y los taninos pueden lixiviarse en el agua de remojo y la reduccion
de éstos se incrementa, aumentando la digestibilidad (Kataria, et al, 1992; Swaisgood,
1991).

3.10 Densidad calo6rica

La estimacion del contenido calérico en los alimentos o dietas es indispensable para
estudios de metabolismo y balance de energia; asi como en la propuesta de dietas en
problemas de obesidad y malnutricién. Los nutrimentos se requieren en primera instancia
para aportar la energia necesaria en el mantenimiento normal de las funciones vitales y

suministrar de energia para la actividad fisica diaria (Browman y Russell, 2003).

La densidad caldrica es la cantidad de calor liberado cuando se quema en forma completa
la masa de una sustancia a presion y temperatura constantes, ésta proporciona una
medida de energia quimica contenida en el alimento. Una forma practica de obtener el
contenido energético o densidad calérica de un alimento 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 el
cuerpo humano realiza la oxidacién incompleta. Por lo tanto, se puede asumir que la
energia determinada en la bomba calorimétrica, da el maximo potencial energético de un
alimento (calor de combustion), que por convencién se conoce como “Energia Gruesa
(EG) o bruta” (Browman y Russell, 2003; Laider y Meiser; 1997).

3.11 Factores toxicos y antinutricionales

La mayoria de los alimentos habituales en la dieta, ademas de nutrimentos, contienen
proporciones variables de sustancias sin valor nutritivo o incluso peligrosas para el

organismo, a estas se les denominan factores téxicos (Derache, 1990).
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Respecto al origen de los toxicos en alimentos se pueden considerar cuatro fuentes
principales: naturales, intencionales, accidentales y generadas por el proceso. Los tdxicos
naturales pueden causar ocasionalmente problemas, debido a que pueden encontrarse

inesperadamente en alimentos con una concentracion mayor a la normal.

Es conveniente diferenciar las sustancias xenobi6tica que causan dafio cuando son
ingeridas a través de los alimentos (aquellas que producen un dafio directo sobre un
organo o tejido), de las que interfieren con la biodisponibilidad de algin nutrimento; de

esta manera se puede hacer la siguiente distincion:

Agente téxico: cualquier sustancia xenobidtica que es capaz de producir una anomalia
fisiol6gica y/o anatémica a corto plazo (toxicidad aguda o subaguda), la cual no puede ser

atenuada por una simple fortificacion o suplementacién del alimento que lo contiene.

Agente antinutricional: sustancia presente en el alimento, que tiene la capacidad de
reaccionar o interferir con un nutrimento, disminuyendo su biodisponibilidad y a largo
plazo (toxicidad crénica) es capaz de producir una anomalia fisiolégica y/o anatémica, que
en la mayoria de los casos es irreversible. Sin embargo, el propio nutrimento puede actuar
como antagonista; por lo cual, una fortificacion de éste, en la etapa inicial del efecto

dafiino, puede atenuar o eliminar el problema (Valle, 2000).

3.11.1 Inhibidores de tripsina

Los inhibidores de proteasa son sustancias antinutrimentales de naturaleza proteinica
presentes en la mayoria de las leguminosas y cereales. Se caracteriza por inhibir la
actividad de las proteasas, enzimas que hidrolizan los enlaces peptidicos de las proteinas
y péptidos permitiendo su asimilacion, en este caso, especificamente de la tripsina. Dicha
enzima es de suma importancia en la digestion de los humanos y animales
monogastricos. Debido a la formacién de un complejo enzima-inhibidor, el pancreas se ve
estimulado a secretar en exceso enzimas proteoliticas debido a la falta de estas enzimas
libres, lo que agranda e incrementa la demanda de la enzima por el drgano
(Derache,1990; Martinez, 1997).

Los inhibidores mas conocidos son los de Kunitz y Browman-Birk en la soya. El primero
es una proteina celular, no helicoidal, con 197 aminoé&cidos, con un peso molecular de 21
KDa con dos enlaces disulfuro, de los cuales uno de ellos es fundamental para su

actividad. El segundo consta de 72 aminoé&cidos, con un peso molecular de 7.9 KDa, este
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contiene 8 enlaces disulfuro, se asocia reversiblemente y forma una mezcla de
monomero-dimero siendo mas estable al calor, a los &cidos y a la pepsina que el primero.
Ambos inhiben el crecimiento, reducen la absorcién de lipidos, la digestibilidad de
proteinas, causan hipertrofia pancreética, aumentando la secrecion de bilis y jugo
pancreatico (Liener, 1975).

El calentamiento de leguminosas puede mejorar el valor nutritivo y producir un
suplemento proteinico de mayor calidad, no obstante en algunas legumbres puede
detectarse actividad inhibitoria de la tripsina después de haberlas calentado. Con esto se
recomienda buscar un equilibrio de tiempo y temperatura con el fin de que no se dafien

las sustancias nutrimentales sensibles al calor (Robinson, 1991).

Kakade ha propuesto un método en el cual ha fijjado un limite maximo permisible, de
acuerdo a la actividad que presentan los inhibidores. Cuando la concentracién de
inhibidores de tripsina sobrepasa las 10 UTIl/mg (unidades de tripsina inhibida), se
considera al alimento no apto para alimentacién humana, ya que no permite la adecuada

biodisponibilidad de la proteina dietética (Martinez, 1997).

3.11.2 Lectinas o Fitohemaglutininas

Las lectinas son un grupo importante de proteinas y glicoproteinas que tienen la
propiedad de ligar ciertos hidratos de carbono. Cuando estos hidratos de carbono forman
parte de las paredes celulares las lectinas causan aglutinacion de las células que las
contienen. Cuando las lectinas se unen a los hidratos de carbono de las células epiteliales
intestinales provocan una disminucién de la absorciéon de nutrientes del tracto digestivo
(Takayuki y Leonard, 1996). Las hemaglutininas han sido encontradas en una amplia
variedad de alimentos. Sin embargo, la primera que se reconocio, fue la ricina de la
semilla de ricino (Ricinus cummunis) la cual adicionalmente es de las proteinas mas

toxicas, con un DLsode 0.05 mg/kg en ratdn por via intraperitoneal (Valle, 2000).

Jaffé encontrd que la causa del efecto toxico de las lectinas ingeridas se relaciona con su
accion sobre la absorcion intestinal, la lectina interacciona con grupos receptores situados
en las superficies de las células que conforman la mucosa gastrica, interfiriendo en la
absorcion de nutrimentos. Se ha observado que cuando los animales en experimentacion
consumen una dieta preparada con semillas de leguminosa con elevado contenido de

lectinas toxicas presentan diarrea, dafio hepatico, absorcion reducida de aminoacidos,
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hipoglucemia, pérdida de peso y si la ingesta continua se presenta un dafio severo al
tracto gastrointestinal que puede producir la muerte del animal, por lo cual actualmente se
consideran enterotoxinas (Jeffé, 1968; Liener, 1975).

Dada la naturaleza proteinica de las lectinas, pueden ser destruidas mediante el calor con
métodos tradicionales de coccién. Comunmente altas temperaturas pueden destruir

efectivamente la actividad hemaglutinante presente en los alimentos (Thompson, 1983).

3.11.3 Saponinas

Las saponinas son glucésidos anfifilicos, en los cuales la parte polar la constituyen los
azlcares (pentosas, hexosas 0 acidos urénicos), que se encuentran enlazados a un grupo
no polar llamado aglicona o sapogenina, el cual puede ser un esterol o un triterpeno,
siendo triterpenoides la mayoria de saponinas que han sido identificadas. Las saponinas
se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal, principalmente en hojas,

raices, tallos y flores (Lopez, 2000).

Las saponinas son sustancias en su mayor parte amorfas, de sabor amargo, por lo
general inodoras; sus soluciones coloidales al producir espuma disminuyen la tensién
superficial y forman complejos con las proteinas y con los lipoides, por ejemplo, el
colesterol. Debido sobre todo a su reaccién como los lipoides, la membrana de los
eritrocitos se hace permeable permitiendo la salida del pigmento sanguineo (Lindner,
1995; Lopez, 2000).

Las saponinas crean lesiones gastrointestinales y producen hemdlisis en diferentes tipos
de gl6bulos rojos. La hemdlisis se define como la destruccion de los glébulos rojos, que
producen liberacion de hemoglobina, el punto de ataque en la hemdlisis es el colesterol
de la membrana de los eritrocitos, al unirse la saponina al colesterol se da lugar a la

formacién de canales en la membrana y/o una posible desnaturalizacién (Giron, 1992).

Las saponinas se emplean también como aditivos para alimentos y bebidas, como
correctores de sabor, agentes espumantes en cervezas y otras bebidas. En la actualidad
se han realizado un incremento en el conocimiento de estas sustancias, ya que aparte de
manifestar efectos toxicos, también se le ha asignado cualidades tecnolégicas y

medicinales (Elizalde et al., 2009).
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3.11.4 Nitratos

Una gran variedad de plantas almacenan nitratos en sus tallos y hojas; especialmente
cuando han sido abonadas con estas sales. Los nitratos se encuentran presentes en los
alimentos de origen vegetal como componentes inherentes a las plantas, en el aire que se
respira y como contaminantes en el agua potable debido al uso de fertilizantes
nitrogenados. Los nitratos contenidos en la planta por lo general no son muy toxicos; su
toxicidad radica en la reduccion de nitratos (NOs) a nitritos (NO>) (Hidalgo, 1999; Lindner,
1995).

Solo en dos condiciones se puede tener una toxicidad por nitratos: en primer lugar por
una ingestion masiva de estos compuestos y en segundo lugar si los mismos se
transforman a nitritos por la microflora digestiva. El ion nitrito en contraste con el ion
nitrato, es inestable, por lo tanto es muy reactivo y estd dotado de numerosos efectos
téxicos. El paso del ion NOs al ion NO2 no es posible de forma espontanea ya que se
trata de una reduccién que necesita energia; en los medios bioldgicos esta reduccion solo
puede efectuarse bajo la accién de una enzima, la nitrato reductasa, presente en plantas y
bacterias, pero ausente en los tejidos animales (Derache, 1990; Roberts, 1981).

Los nitratos por si no son cancerigenos, pero actdan como pro-cancerigenos, lo cual
quiere decir que reaccionan con otras sustancias para formar compuestos que si lo son, a
través de un proceso de numerosas etapas. La primera etapa de este proceso es la
reduccion del nitrato a nitrito después de la ingestion. En segundo lugar el nitrito reacciona
con compuestos organicos conocidos como aminas secundarias 0 amidas, presentes en
los alimentos, para formar nuevas entidades quimicas conocidas como nitrosaminas o
bien nitrosamidas, muchas de las cuales son cancerigenas. Dentro del organismo esta
sintesis es llevada a cabo en el estbmago ya que se retnen las condiciones necesarias
como pH &cido, nitrito libre, aminas secundarias basicas provenientes de los alimentos o

medicamentos (Hidalgo, 1999).

Se ha demostrado que el lavado y la coccion de los vegetales reduce considerablemente
la concentracién de éstos, ya que son solubles en agua (Corré y Breimer, 1979; Bryan et
al 2012).

En 1974 la OMS en cooperaciéon con la FAO, establecieron la Dosis Diaria Admisible
(DDA de nitrato de 3.65 mg/kg de peso corporal/dia (Derache, 1990).

16



3.11.5 Alcaloides

Los alcaloides son un grupo importante de compuestos organicos complejos que tienen
minimo un nitrégeno heterociclico que le da el caracter basico y son biol6gicamente
activos, sintetizados en su mayoria por plantas para protegerse de los insectos y otros
animales. La mayoria de los alcaloides son sustancias cristalinas bien definidas por union
de acidos, forman sales. En las plantas pueden existir libres, en estado de sales o como
N-oxidos. Ademas de los elementos carbono, hidrogeno y nitrégeno, la mayoria tiene
oxigeno (Wade, 2004).

Se han reportado datos que sugieren que algunos alcaloides intervienen en el crecimiento
vegetal ya sea por su capacidad de formar quelatos o intervenir en fenébmenos Oxido-
reduccion, en lo que concierne su distribucion en la planta, en ocasiones, se hallan
restringidos a cierto 6rgano o a ciertas partes de la planta, a veces se les encuentra en
toda la planta, hay casos en los que solo aparece en una etapa de crecimiento o época
del afio o en determinadas condiciones ecolégicas (Xorge, 1979).

Algunos alcaloides centran su radio de accién en alguna parte concreta del cuerpo,
aungue muchos de ellos pueden actuar en distintos frentes a la misma vez, entre las
partes mas afectadas estan el sistema nervioso central, en el cual pueden ejercer una
funcion estimulante como lo hace la cafeina, la teobromina o la estricnina. El sistema
digestivo también puede afectarse ya que produce irritaciones violentas de todas las
mucosas gastricas con manifestaciones tan tipicas como diarrea, vomitos, etc. El sistema
circulatorio también se ve afectado, ya que puede bajar la presién sanguinea y también
los alcaloides pueden tener efectos psicotropicos, ya que afectan a la mente, alterando la
percepcion entre los que se mencionan: alucinégenos, narcéticos y estimulantes (Anette y
Ferraz, 1999).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Método

A continuacién se presenta la figura 1, en la cual se observa el diagrama de trabajo

analitico que ilustra el desarrollo del trabajo experimental.

Recepcion de la
materia prima

{ Acondicionamiento del ]

material biol6gico

Anélisis proximal Complementacion Toxicologia
bromatoldgica analitica
/o Humedad \ ° Protelr?a. Yerda.lder.a o Inhlpldores de
e Grasa cruda . DlgeS-'[Ibllldad,Ir-l vitro trlps!na
e Fibra cruda ¢ Densidad calérica o Lectlngs
e Proteina cruda . if?ttpotnlnas
i o Nitratos
e Cenizas
[ ¢ Alcaloides
¢ Hidratos de \ /
\ carbono digeribles/
| Andlisis

estadistico J

Figura 1. Diagrama de trabajo experimental
4.2 Obtencidén del material biol6gico

El material biolégico fue proporcionado por la M. en C. Maria Edelmira Linares Mazari, del
Instituto de Biologia, UNAM. Las muestras eran procedentes de la region de los volcanes
Izta-Popo, ubicados en el estado de México. Las muestras recibidas eran tres hongos

originarios de esta zona.
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Tabla 1. Muestras recibidas

Hongos silvestres comestibles
Nombre cientifico Nombre comuin
Ramaria spp Escobetas
Helvella lacunosa Gachupines negros
Helvella elastica Cerillitos

4.3 Acondicionamiento del material biolégico

Al material fresco se le dio un tratamiento de deshidratacién a una temperatura de 55 °C
dentro de una estufa de circulacion forzada, este tratamiento se efectu6é hasta obtener un

peso constante en una balanza granataria (+ 0.1 g).

El material biolégico deshidratado se molié en un molino de cuchillas de acero inoxidable
Thomas Whiley, a un tamafio de particula de 1 mm, la harina obtenida, se someti6
nuevamente a un proceso de molienda, esta vez utilizando un molino Cyclotec, esto con
el objetivo de obtener un tamafio de particula de 0.5 mm. Las harinas obtenidas se

homogeneizaron y se guardaron en frascos secos y cerrados a temperatura ambiente.

4.4 Anédlisis Bromatoldgico

Se determiné el andlisis bromatolégico bajo el esquema Weende, con métodos
establecidos por la AOAC vy ligeras modificaciones. Este analisis consta de las siguientes
determinaciones: Humedad analitica, grasa cruda, proteina cruda, fibra cruda, cenizas e

hidratos de carbono asimilables (estos obtenidos por diferencia) (Adrian, 1990).

4.4.1 Determinacion de humedad en estufa al vacio
Fundamento

Método gravimétrico basado en una diferencia de masa de la muestra, antes, y después
de que el agua libre de ésta ha sido evaporada. Se basa en el principio fisicoquimico que
relaciona la presién de vapor con la presion del sistema a una temperatura dada. Si se

trabaja a presién debajo de la atmosférica (reducida), también se abate la presion de
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vapor de agua y necesariamente se reduce el punto de ebullicion de ésta (Pearson,
1981).

Material

Charolas de aluminio
Estufa de vacio marca Lab-Line, mod Duo-VAC.
Balanza analitica marca Sartorius, mod Extend.

Desecador de vidrio con cloruro de calcio anhidro
Procedimiento

Poner a peso constante en la estufa al vacio la charola de aluminio en donde se efectuara
la determinacién, hasta peso constante.

Pesar en la charola de aluminio a peso constante de 2 a 5 g de muestra y distribuirla,
tratando de que presente la mayor superficie de evaporaciéon e introducirla en la estufa

que se encuentra entre 60 y 65 °C.

Realizar pesadas periédicas de las muestras, sacandolas de la estufa y colocandolas
inmediatamente en un desecador donde permanecerd durante 15 minutos; para su
posterior pesado en la balanza analitica; este Ultimo paso se repetird hasta obtener un

peso constante.

Se considera a peso constante una muestra cuando al pesarla en la balanza analitica solo
se presente variacion en la cuarta decimal con respecto al valor anterior. La determinacion

se realiza por triplicado.
Célculos

(P; — Py
m

Y%Humedad = * 100

Donde:
Pr. = El peso en g de la charola con muestra, antes de secar (muestra himeda).
Pf =Peso en g de la charola con muestra, después de secar (muestra seca).

m = Peso en g de la muestra.
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4.4.2 Determinacion de Grasa cruda
Fundamento

Extraccion de los materiales liposolubles de la muestra con éter de petréleo y
determinacion gravimétrica del extracto tras la evaporacion del disolvente. Con material
de origen vegetal se hace referencia siempre a extracto etéreo y no a grasa bruta, ya que
ademas de la grasa, el éter extrae importantes cantidades de pigmentos vegetales, ceras

y otros compuestos no polares (Pearson, 1981).
Material / Reactivos

Aparato de extraccion Goldfish Eter de petroleo 40 a 60 °C
marca Labconco, mod. 35001-00CV

Anillo metélico para Goldfish

Vasos de borde esmerilado

Porta dedales de vidrio

Cartucho de celulosa de 22 x 80 mm

Balanza analitica marca Sartorius, mod. Extend.

Estufa de vacio

marca Lab-line, mod. Duo vac

Bomba de recirculacion marca Little Grant, mod. 1

Colector recuperador de disolvente
Procedimiento

Se colocan los vasos esmerilados en la estufa de vacio hasta alcanzar un peso constante.
Se pesan de 2 a 3 g de muestra seca en un pafuelo desechable y se realizan varios
pliegues de tal forma que la muestra quede en el centro del pafiuelo desechable. Se
coloca dentro del cartucho de celulosa, para después introducirlo dentro del portadedal de

vidrio.

Los portadedales se introducen en el compartimiento de extraccion Goldfish. Se afiaden
50 mL de éter de petroleo a los vasos y se colocan en el aparato de extraccion. Se
acopla al aparato de extraccion Goldfish una bomba de recirculacion de agua helada y

se somete a reflujo aproximadamente 2 horas.
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Se verifica la total extraccion de la grasa, para ello se deja caer una gota de la descarga
sobre un trozo de papel y se verifica que el disolvente no deje residuos de grasa. Una vez
finalizada la extraccion, se retira el portadedal del compartimiento y se introduce en el
compartimiento un colector para recuperar el disolvente. Se retira la mayor parte de
disolvente del vaso de extraccidon y después se deja secar en una campana de extraccion.
Por ultimo, se colocan los vasos con el extracto etéreo en la estufa de vacio, hasta

alcanzar peso constante y se registra el peso.

Céalculos

Pf — Po
% Grasa = TxlOO

Dénde:

P£= peso del vaso esmerilado después de la extraccion (en gramos)
Po= peso del vaso esmerilado antes de la extraccion (en gramos)

m= peso de la muestra original (en gramos)

4.4.3 Determinacion de Fibra cruda
Fundamento

Por definicién de acuerdo al método de Weende, la fibra cruda es la pérdida por ignicion,
del residuo seco remanente después de la digestion de la muestra con acido sulftrico al
1.25% e hidréxido de sodio al 1.25% bajo condiciones bien especificadas, de una muestra

previamente desengrasada.

Para esta determinacion la muestra debe estar desengrasada y es sometida a una
hidrolisis &cida, seguida de una hidrdlisis alcalina con una posterior incineracion del
material insoluble para que por diferencia obtener el contenido de hidratos de carbono no
digeribles (Hart, 1984).
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Material/Reactivos

Aparato de digestion marca Labconco Acido sulfarico al 1.25% (m/v)
Vasos digestores Berzelius Silicato de aluminio

Embudo Buchner tipo “California” Hidréxido de sodio al 1.25%
Estufa de vacio marca Lab line, mod 3620 (m/v)

Desecador de vidrio con cloruro de calcio Antiespumante (SIGMA #A5758)
anhidro Etanol

Balanza analitica marca Sartorius, mod
Extend.
Crisoles

Mufla eléctrica marca Heraew
Procedimiento

Se pesan de 3 a 5 gramos de muestra desengrasada sobre un vaso de Berzelius que
contenga 0.5 g de Silicato de aluminio (limpio y calcinado) y unas perlas de ebullicion. Se
adicionan 200 mL de H»SOa4 al 1.25%, el cual debe estar previamente calentado y 4 gotas
de antiespumante y se coloca inmediatamente en el aparato de digestion Labconco, el

cual debe estar previamente caliente; se deja en ebulliciébn durante 30 minutos.

Una vez finalizada la digestion, el contenido se vierte sobre un embudo Buchner tipo
“California” y se filtra con ayuda de vacio; se realizan lavados con agua caliente (250 mL)
para eliminar el exceso de acido. Una vez terminado los lavados, el residuo se transfiere
nuevamente al vaso Berzelius y se adicionan 200 mL de NaOH al 1.25% previamente
calentado y 4 gotas de antiespumante y se coloca en el equipo de digestion durante 30
minutos a ebulliciébn constante. Transcurrido ese tiempo, se filtra nuevamente con ayuda
del embudo Buchner tipo “California” y se realizan lavados utilizando agua hirviendo
(aproximadamente 250 mL) hasta eliminar el alcali presente en el residuo. Se retiran las
perlas de ebullicién y se lava el residuo con 25 mL de alcohol etilico, el residuo se pasa
cuantitativamente a un crisol de porcelana previamente puesto a peso constante y se

coloca en la estufa convencional a 110°C durante 3 horas hasta peso constante.
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Posteriormente se carbonizan y se calcinan en la mufla a 500°C durante 3 horas hasta

obtener a peso constante.

Calculos

_ P2 — P3
% Fibra cruda = TxlOO

En donde:
P1= Peso de la muestra original
P2=Peso del crisol después del secado en estufa de vacio

P3= Peso del crisol después de calcinarlo en la mufla.

4.4.4 Determinacion de proteina
Fundamento

El método generalmente empleado para la determinacién de nitrégeno en alimentos, es el
método Kjeldahl. Se basa en la digestibn completa de la materia organica por
calentamiento con acido sulfarico concentrado en presencia de catalizadores metélicos y
peréxido de hidrégeno, para reducir el nitrégeno organico hasta nitrégeno inorganico, el
cual queda en solucion en forma de sulfato acido de amonio. El digerido, una vez
alcalinizado con hidréxido de sodio, se destila directamente o por arrastre de vapor para
desprender el amoniaco, el cual es atrapado en una solucién de acido bdrico, formando
borato de amonio el cual se titula con acido clorhidrico. El contenido de nitrdgeno se
multiplica por un factor de conversiéon para poder expresar en términos de % de proteina

bruta o cruda (Pearson, 1981).
Las reacciones antes descritas se muestran a continuacion:
Digestion
Materia organica + H,S0, W c0, T +H,0+ SO, T +NH,HSO0,

Destilacion

NH,HSO, + 2NaOH - Na,S0, + NH; 1 + 2H,0
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NH; + H,0 - NH,OH
3NH,0OH + H3BO3; - (NH,4)3;B03; + 3H,0
Titulacion
(NH4)3B0O3; + 3 HCl - 3NH,Cl+ H3BO;

Material / Reactivos

Digestor marca Tecator, mod. Ab-20/40 Mezcla digestiva (a)

Equipo de microdestilacion marca Tecator, mod. Peroxido de hidrégeno al 30%
Kjeltec 1030 Solucién de hidroxido de sodio
Tubo de digestion Tecator de 100 mL al 40% p/v

Balanza analitica marca Sartorius, mod: Extend Sulfato de potasio R.A

Solucion de &cido bérico con
indicadores (b)
Verde de bromocresol al 0.1%
en metanol
Rojo de metilo al 0.1% en
metanol
Soluciéon de &cido clorhidrico
0.01 N valorada

Preparacion de soluciones

(a) Disolver 3 g de sulfato de cobre pentahidratado en 20 mL de agua destilada y una
vez disuelto, agregar 50 mL de &cido ortofosférico (HsPO.); a continuacion se
adicionan 430 mL de &cido sulfarico concentrado resbalando por la pared del

recipiente. Agitar por aproximadamente 30 minutos.

(b) Pesar 10 g de &cido borico y colocarlo en un matraz aforado de 1L; se adiciona
agua y se agita hasta disolverlo, a continuacion se adiciona 10 mL del indicador de
verde de bromocresol al 0.1% en metanol (100 mg de verde de bromocresol en
100 mL de metanol) y 7 mL del indicador de rojo de metilo al 0.1% en metanol
(100 mg de rojo de metilo en 100 mL de metanol). Se ajusta a color a un tono café

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

Se pesa de 10 a 100 mg de muestra y un blanco de glucosa en papel cebolla, se coloca
en el tubo de digestién, a este tubo se le adiciona aproximadamente 0.5 g de sulfato de
sodio o potasio y 5 mL de mezcla digestiva; el tubo se coloca en el digestor por un tiempo
de 15 minutos a una temperatura entre 250 a 300 °C, posteriormente se retiran los tubos
del digestor y se dejan enfriar para adicionarles 3 mL de perdxido de hidrégeno al 30 % y
se colocan nuevamente en el digestor a una temperatura de 370 °C por 1 hora o hasta
que se consiga una completa digestion. Se considera que la digestion esta realizada,
cuando el tubo no muestra manchas ni puntos negros y ademas la mezcla de digestion

sea traslucida con un ligero tono verde-azuloso.

La destilacion se realiza en el Kjeltec Auto 1030 Analyzer una vez que los tubos estén
frios. El equipo se enjuaga con un tubo sin muestra y una vez listo se agregan 25 mL de
agua destilada a los tubos con muestra, se coloca el tubo, se cierra la puerta de seguridad
y se da inicio a la destilacion y a la titulacion, la destilacion la lleva a cabo el equipo con
NaOH al 40% vy la titulaciéon con HCI 0.01N. Se corre primero los blancos, después un

control interno de caseinay al final las muestras.
Célculos

Para realizar los célculos, es conveniente correr un blanco donde se substituye la muestra

por el equivalente de peso en glucosa o sacarosa, tratdndose de la misma forma que las

muestras.
P—B) XN Xmeg x 100
%N, = ( ) q
m
%Proteina = %N, X F
Donde:

P=mL de titulacion de la muestra.

B=mL de la titulacién del blanco

N= Normalidad de la solucién de HCI
meg= Miliequivalentes de nitrégeno (0.014)
m= peso de la muestra (en gramos)

F= factor de conversién
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4.45 Determinacidn de cenizas totales
Fundamento

Esta determinacién se basa en la destruccion de la materia organica contenida en una
matriz alimentaria considerandose a las cenizas como residuo inorganico que queda

después de incinerar dicha materia organica en la mufla (Pearson, 1981).
Material

Mufla eléctrica marca Heraew.

Balanza analitica marca Sartorius, mod analytic.
Desecador de vidrio con cloruro de calcio anhidro
Crisoles de porcelana

Mechero Fisher

Soporte metélico

Anillo de hierro

Triangulo de porcelana/ tela de asbesto
Procedimiento

Se colocan crisoles en la mufla a una temperatura de 450 °C, hasta alcanzar peso
constante. Para pesar el crisol, una vez que se retira de la mufla, se deja enfriar un poco y

se coloca en el desecador hasta que alcance la temperatura ambiente para luego pesarlo.

Se pesa en el crisol de 2 a 3 g de muestra y se carbonizan bajo una campana de
extraccion hasta que no desprenda humo. Se introduce el crisol a la mufla, la cual debe
encontrarse entre 400 a 500 °C. Se deja calcinar la muestra hasta la obtencién de
cenizas, las cuales deben quedar totalmente blancas o en su defecto ligeramente grises y

se tenga peso constante.
Célculos

Célculos

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

, Pf — Po
% de Cenizas = (—

)xlOO
m
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Donde:
Pf. Peso en gramos del crisol con la muestra después de incinerada.
Po. Peso en gramos del crisol a peso constante

m. Peso en gramos de la muestra

4.4.6 Determinacion de hidratos de carbono

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

Calculos

% hidratos de carbono = 100 — (%humedad + %cenizas + %proteina + %grasa + %fibra)

4.5 COMPLEMENTACION BROMATOLOGICA
4.5.1 Determinacion de proteina verdadera
Fundamento

La técnica se basa en la solubilizacion del nitrbgeno no proteico asi como de la proteina
soluble y la posterior precipitacion de dicha proteina con tungstato de sodio; con el fin de
eliminar nitrégeno no proteico que puede interferir en la determinacién de nitrégeno por
medio de un micro Kjeldahl. Con este método la proteina insoluble también es tomada en
cuenta ya que en la etapa de filtracion ésta es incluida junto con la proteina soluble

precipitada (Howirtz and Latimer, 2005).

Material/ Reactivos

Balanza analitica marca Sartorius, mod: Mezcla digestiva (a)

Extend Solucion precipitante (b)

Digestor marca Tecator, mod. Ab-20/40 Solucion de peréxido de hidroégeno al 30%
Tubo de digestion Tecator de 100 mL Solucién de hidréxido de sodio 40%

Equipo de microdestilacién marca Sulfato de potasio R.A

Tecator, mod. Kjeltec 1030 Solucién de acido bdrico con indicadores (c)
Agitador magnético Verde de bromocresol al 0.1% en metanol
Barras magnéticas de 12x5 mm Rojo de metilo al 0.1% en metanol

Papel Whatman #50 de 5 cm de Solucion de acido clorhidrico 0.01 N
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didmetro de poro cerrado valorada
Solucién de HCI 0.01 N (valorada)

Preparacion de soluciones

(a) Disolver 3 g de sulfato de cobre pentahidratado en 20 mL de agua destilada y una
vez disuelto, agregar 50 mL de &cido ortofosférico (HsPO.); a continuacion se
adicionan 430 mL de &cido sulfarico concentrado resbalando por la pared del

recipiente. Agitar por aproximadamente 30 minutos.

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

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

Procedimiento
a) Proceso de precipitacion

Pesar de 50 a 100 mg de muestra finamente molida y colocarla en un vaso de
precipitados de 50 mL. Adicionar 5 mL de H»O caliente y se agita mecanicamente por 15
minutos, agregar 2 mL de solucién precipitante y se deja reposar durante 10 min; se
transfiere cuantitativamente y se filtra en papel Whatman # 50 0 542 utilizando 25 mL de

agua destilada caliente.
b) Proceso de digestion

Colocar el papel filtro con el precipitado en un tubo de digestion y agregar 0.5 g de K,SO4
5 mL de mezcla digestiva, colocar el tubo durante 15 minutos en el digestor a una
temperatura de 340°C, retirar los tubos del digestor y esperar que se enfrien para afiadirle
3 mL de perdxido de hidrégeno al 30% y colocarlos nuevamente en el digestor el cual

debe estar a una temperatura de 370 °C hasta que se termine la digestion, se considera
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que la digestion esté realizada, cuando el tubo no muestra manchas ni puntos negros y

ademas la mezcla de digestion es traslucida con un ligero tono verde-azuloso.
c) Destilacién y titulacién

La destilacion se realiza en el Kjeltec, una vez que los tubos estén frios. El equipo se
enjuaga con un tubo sin muestra y una vez listo se agregan 25 mL de agua destilada a los
tubos con muestra, se coloca el tubo, se cierra la puerta de seguridad y se da inicio a la
destilacion y a la titulacion, la destilacién la lleva a cabo el equipo con NaOH al 40% vy la
titulacion con HCI 0.01N. Se corre primero los blancos, se continta con una referencia de

caseinay al final las muestras.
Célculos

Para realizar los célculos, es conveniente correr un blanco donde se substituye la muestra

por el equivalente de peso en glucosa o sacarosa, tratdndose de la misma forma que las

muestras.
P —B) XN Xmeqg X 100
%N, = ( ) q
m
%Proteina = %N, X F
Donde:

P=mL de titulacion de la muestra.

B=mL de la titulacion del blanco
N=Normalidad de la solucion de HCI
meg= Miliequivalentes de nitrdgeno (0.014)
m= peso de la muestra (en gramos)

F= factor de conversién

4.5.2 Digestibilidad in vitro
Fundamento

Este método enzimético que se basa en crear un medio similar al del organismo
digiriéndose las proteinas con sistema multienzimatico, y asumiendo que por cada enlace
peptidico se produce un protén [H*], el cambio de pH esta relacionado con la hidrdlisis de

la proteina. Los métodos in vitro tienen la ventaja de determinar la disponibilidad de la
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proteina en alimentos que han sido sometidos a algun proceso, siendo métodos

relativamente rapidos y de mayor precision y en consecuencia menos costosos que los

métodos bioldgicos (Helrich, 1990).
Material/ Reactivos

Balanza analitica marca Sartorius, mod.
Extend.

Potenciometro Marca Thermo Scientific
Mod. Orion 3 Star

Bafio reciclador de agua Grant mod 5E-10
a37+0.5°C

Bafio de agua Polystat a 55 + 0.5 °C
Cronometro digital

Agitadores magnéticos de arroz

Vasos especiales para digestion de la
muestra

Matraz aforado de 10 mL

Espétulas

Naves de vidrio

Pipeta volumétrica de 10 mL

Pipeta volumétrica de 1 mL

Parrilla de agitacion

Preparacion de soluciones

Tripsina pancreatica Porcina (tipo 1X)
Sigma (T-0303) 227040 Unidades
BAEE de tripsina

HCI 0.1N y 0.05N (10 mL cada una)
Pepsina intestinal porcina (Grado 1)
Sigma (p-7000) 2321 unidades de
peptidasa

a-guimiotripsina pancreética bovina
(tipo 1) Sigma (C-4129) 1860 unidades
BAEE de a-quimiotripsina.

Proteasa bacterial Sigma (P-5147) 65
unidades de caseina de proteasa
NaOH 2N, 1N, 0.1N y 0.05N (10 mL de
cada una)

(a) Solucion A: Disolver 227040 BAEE unidades de tripsina + 1860 BAEE unidades de

a-quimotripsina+ 2321 unidades de pepsina gastrica de porcino en 10 mL de agua

(b) Solucion B: Disolver 65 unidades de caseina de proteasa bacterial en 10 mL de

agua.

Donde BAEE es el sustrato N-a-benzoil-L-arginina etil ester.

1) Una unidad de tripsina contiene 17953 BAEE unidades por mg de proteina. Por lo

tanto para disolver 227040 BAEE unidades de tripsina, se requiere:
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(227040 unidades BAEE X 1 mg de enzima)
17953 unidades BAEE

= 12.646 mg de enzima

Una unidad de a-quimiotripsina contiene 62 unidades BAEE por mg de proteina con
pureza del 86%. Por lo tanto para disolver 1860 unidades BAEE de enzima se requiere:

(1860 unidades BAEE X 1mg de enzima X 100 mg sélido)
62 unidades BAEE X 86 mg proteina

= 34.88 mg de enzima
Una unidad de peptidasa intestinal porcina contiene 424 unidades BAEE por mg de
proteina. Por lo que para disolver 2321 unidades BAEE de enzima se requiere:

(2321 unidades BAEE X 1 mg de enzima)
424 unidades BAEE

= 5.474 de enzima

Una unidad de proteasa bacterial contiene 5 unidades BAEE por mg de proteina. Por lo
que para disolver 65 unidades BAEE de tripsina se requiere:

(65 unidades BAEE X 1 mg de enzima)
5 unidades BAEE

= 13 mg de enzima

Procedimiento

Se parte de 10 mg de nitrégeno de la proteina (caseina) o muestra seguin sea el caso, a la
cuales se le afladen 10 mL de agua destilada en agitacion a una temperatura de 37 °C
durante 1 hora; se atemperan las soluciones enzimaticas a 37 °C y se ajusta el pH de
éstas a 8.0 £ 0.03 antes de usarse. A continuacion se mide el pH de la solucién proteinica
(caseina o muestra) y se ajusta a 8.0 0 + 0.03 con HClI o NaOH 0.1 N segun sea
necesario. Inmediatamente se le adiciona 1.0 mL de solucién A, la cual debe permanecer
10 min medidos con cronometro exactamente en agitacion a una temperatura de 37 °C,
transcurrido el tiempo, se afiade 1 mL de solucién B, permaneciendo en agitacion 9 min a
una temperatura de 55 °C. Al término, se coloca la muestra a 37 °C durante 1 min y a los
20 min exactos de haber adicionado la soluciéon A, se mide pH con la lectura hasta las

centésimas.

El pH para la caseina control o referencia debera ser de 6.42 + 0.05 y solo hasta que se
obtiene este pH en la serie de referencia se podra realizar la determinacion en las

muestras problemas.
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Célculos

Para obtener el % de digestibilidad de la muestra se realiza el siguiente calculo:

% Digestibilidad = 234.84 — 22.56(Lectura pH)

Lectura pH= Lectura obtenida al término de la digestién de la muestra (20 minutos).

4.5.3 Densidad caldrica

La densidad cal6rica, también denominada densidad energética de un alimento, es la
cantidad de energia en términos de kilojoules (kJ) que proporciona un gramo de alimento.
El instrumento que se utilizara para determinar la densidad cal6rica sera una bomba
balistica. EI método consiste en la combustién por ignicion eléctrica en una muestra de
peso conocido en una atmdésfera de oxigeno; la energia producida en forma de calor, se
transmite al cilindro de la bomba, el cual a su vez esta conectada a un detector de cambio
de temperatura. El aumento producido en la temperatura después de la combustién de la
muestra se compara con el cambio de temperatura que se produce con una cantidad
conocida de acido benzoico que es el estandar de referencia con contenido cal6rico

certificado (Bowman y Russell, 2003).
Material /Reactivos

Desecador de vidrio Acido Benzoico (Valor calérico
Pinceles certificado)

Mango metalico compactador

Crisol de acero inoxidable de 25.4 mm de

diametro

Balanza analitica marca Sartorius, mod.

Extend.

Mecha de algodon de 75 mm de longitud

Bomba calorimétrica balistica marca

Gallenkamp, mod CBB-330-010L

Procedimiento

Pesar de 0.5 a 1 g de muestra en forma de harina seca y homogénea. Se coloca en el

crisol metalico, previamente tarado junto con la mecha de algodén, de tal manera que un
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extremo de la mecha quede introducido dentro de la muestra. Se procede a pesar la
muestra, este peso corresponderd al peso preliminar (Pp). Se compacta la muestra con el
mango metélico, lo mas uniforme posible y un extremo de la mecha introducido en la
muestra, el extremo libre servird para insertarla en el alambre de ignicion de la bomba. El

crisol con la muestra compactada se pesa nuevamente para tener el peso final (Pf).

Se coloca el crisol en la base superior del pilar central de la bomba, con mucho cuidado
se introduce la punta suelta de la mecha de algodén en el alambre de ignicién. Se cierra
herméticamente el capuchon de la bomba de combustion con ayuda del anillo metélico.
Se coloca el termopar en el orificio del capuchdn y se abre la valvula de oxigeno hasta
tener una presion minima dentro de la bomba de 25 bars. Una vez alcanzada la presion,
se cierra la valvula de paso y se ajusta el indicador del galvanémetro a cero. Si estas
condiciones se mantienen durante 10 segundos, se oprime el boton de ignicion y se toma
el tiempo el cual debe de ser 3 minutos para tomar la lectura marcada en el galvanémetro.
Tomada la lectura, se abre la valvula de salida de los gases de combustién, se
desconecta el sensor termopar y una vez liberados los gases de combustion, se retira el

capuchon.
Calculos

Para calcular la densidad cal6rica de una muestra es necesario contar con una curva de
calibracién, para lo cual se debe realizar la combustion de diferentes pesos de acido
benzoico y anotar la respectiva lectura obtenida de la escala del galvanémetro. Se
recomienda pesar entre 0.1 a 0.8 g de acido benzoico. Una vez obtenidas las lecturas, se
debe convertir los gramos de &cido benzoico en kJ y kcal, para lo cual se utilizan las

siguientes conversiones:

1 g de acido benzoico = 26,454.3 joules = 26.45 k]
4.1868 kjoules = 1 kcal

Con los datos anteriores se traza la curva de calibracién del contenido calérico en kJ
(abscisas) vs lectura del galvanémetro (ordenadas), y se podra obtener por interpolacion

la densidad caldrica de la muestra en el crisol.

La densidad calérica de la muestra se calcula con la formula siguiente:
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k] Lectura (kJ) = 100

100 g de muestra =

peso de la muestra (g)

4.6 Determinacion de factores téxicos y antinutrimentales
4.6.1 Inhibidores de tripsina
Fundamento

La técnica es la utilizada por Kakade y colaboradores, la cual se basa en observar la
inhibicion producida por un extracto acuoso (solucién de NaOH 0.01 N) de la muestra
sobre una solucion estandar de tripsina (Kakade et al, 1974).

El extracto directo o diluido se pone en contacto con una solucion estandarizada de
tripsina (40 pg/ 10 mL), y después de un cierto tiempo se determina la actividad
proteolitica remanente, por medio de un sustrato sintético (BAPNA), el cual producira una
coloracién que se lee en el espectrofotometro a una longitud de onda de 410 nm. Dicha

coloracion es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de la muestra.

Material/ Reactivos

Potenciomentro Marca Thermo Scientific NaOH 0.01 N

Mod. Orion 3 Star HCI 0.001N

Parrilla de agitacion magnética Solucién amortiguadora TRIS pH 8.2 (a)
Espectrofotdbmetro marca Thermo Scientific Solucién BAPNA (b)

mod Genesys 10 uv Acido acético al 30%

Mezclador de tubos marca Lab-line mod Solucién estandar de tripsina (c)
super-mixer

Bafio recirculador de agua Grant mod. 5E-
10a 37 +£0.5°C

(a) 6.05 g de tris (hidroximetil-amino-metano) y 2.94 g de CaCl,-2H;0 se disuelven en
900 mL de agua destilada. Se ajusta el pH a 8.2 y se afora a un volumen de 1
Litro.
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(b) 100 mg de benzoil- DL-arginina-p-nitroanilida-HCI (BAPNA) se disuelven en 2.5
mL de dimetil-sulfoxido y se diluye a 250 mL con amortiguador TRIS previamente
calentado a 37 °C. ESTA SOLUCION DEBE SER PREPARADA EL MISMO DIA'Y
CUANDO ESTE EN USO DEBE MANTENERSE A 37°C.

(c) Se pesan con mucha exactitud 4 mg de tripsina bovina (SIGMA # T-1426) y se
disuelven en 200 mL de HCI 0.001N. Esta solucién contiene 20 ug de tripsina/mL y
debe ser almacenada en refrigeracion donde puede durar de 2 a 3 semanas sin

pérdida apreciable de actividad.
Procedimiento
Preparacion de extracto

Se pesa 1 gramo de muestra finamente molida en un vaso de precipitado y se le adiciona
45 mL de NaOH 0.01N, se ajusta el pH de esta suspensién a 9.6 + 0.2 y se afora a 50 mL.
A continuacién se trasvasa y se somete a agitacion durante 2.5 horas a 300 r.pm.
Después de dicho tiempo se deja 30 minutos en reposo, y por simple decantacion se
obtiene el sobrenadante eliminando el residuo insoluble. El sobrenadante debe ser diluido
hasta que 1 mL produzca una inhibicion de 40 a 60%, indispensable para reducir la

desviaciéon estandar relativa.
Determinacion de actividad

La determinacion de la actividad se determina utilizando porciones de 0.0, 0.6, 1.0, 1.4 y
1.8 mL de extracto directo o diluido, estos son pipeteados a tubos de ensaye por
duplicado y ajustando el volumen a 2.0 mL con agua destilada, una serie de tubos se
introduce al bafio-maria a 37 °C. Se adicionan 2.0 mL se solucién estandar de tripsina
(previamente mantenida a 37 °C) y se mantiene en contacto inhibidor-tripsina durante 10
minutos exactos. A continuacién se adicionan 5 mL de solucion BAPNA (a 37 °C) a cada
tubo y se mantiene dicha mezcla de reaccion por 10 minutos exactos. La reaccion
enzimatica se detiene por la adicion de 1 mL de acido acético al 30 % para detener la

reaccion.

Si en este paso se torna turbia la solucién o se forma un precipitado fino, se centrifuga la
mezcla de reaccién a 6000 rpm durante 15 minutos y se lee la solucién translucida a una

absorbancia de 410 nm.
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Para la segunda serie, se adicionan a cada tubo 2.0 mL de solucién estandar de tripsina
(previamente mantenida a 37 °C) e inmediatamente se adiciona también 1.0 mL de acido
acético y se deja la reaccion durante 10 minutos. Posteriormente se adicionan 5 mL de
solucion BAPNA (37°C) a cada tubo y se deja dicha reaccion durante aproximadamente
10 minutos. Esta serie serd el blanco.

En caso de que se observe turbiedad y/o precipitacion en los tubos, es necesario
centrifugar (como la otra serie) 0 filtrar la mezcla de reaccién a través de papel filtro

(Whatman #40) y posteriormente realizar la medicion.

Célculos
La lectura de absorbancia (A), directamente se puede pasar a unidades de tripsina (U.T.)

de la siguiente forma:

UT.=Ax100

En donde:
U.T.= Unidades de tripsina

A= Absorbancia

Ya que tenemos una serie de alicuotas del extracto, tendremos a su vez una serie de
valores de U.T., los cuales al restar el valor del dato de la referencia obtendremos los
respectivos valores de unidades de tripsina inhibida (U.T.l.). Esto lo podemos expresar de

la siguiente forma:

UT.[.=U.Tg.—U.T.

En donde:
U.T.l.= Unidades de tripsina inhibida
U.T.= Unidades de tripsina de cualquier tubo

U.Tr.=Unidades de tripsina del tubo de referencia
Una vez obtenido estos valores debemos calcular el porcentaje de inhibicién el cual debe

estar en el intervalo de 40 y 60% en el tubo 3 que comprende a 1 mL de extracto. Este

porcentaje de inhibicion lo podemos obtener de la siguiente manera:
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U.T.1.x 100
U.Tkg.

%% inhibicion =

En donde:

U.T.I.= unidades de tripsina inhibida en un mililitro de extracto.

U. Tr= Unidades de tripsina del tubo de referencia.

Cuando se pone en una gréfica la actividad enziméatica inhibitoria (U.T.l./mL) en funcion
de la alicuota del extracto, se observa una correlacion lineal negativa, de donde se puede
obtener el valor extrapolado, correspondiente al valor de la solucién inhibitoria (Lo anterior

es solo cuando en el extracto se encuentran inhibidores de tipo Kunitz).

El dato extrapolado, es el valor mas cercano a la actividad inhibitoria verdadera o real, si
se refiere uno al inhibidor de soya del tipo Kunitz.

Es conveniente reportar las unidades de inhibicion por mg de proteina de la muestra,
para lo cual es necesario determinar el contenido de proteina en el extracto directo. De no
tener el anterior dato se puede reportar las unidades de inhibicién con respecto a 1 mg de

muestra:

50
U.T.I. _
/mg muestra =B XFX 1000

Donde:

B= Valor extrapolado o promedio en (U.T.l./mL)

F= Factor de dilucion el cual depende de la(s) dilucién (es) realizada(s). Cuando se
trabaja el extracto directo F=1.

A.= Primer aforo
a;= Primer alicuota
A= Segundo aforo

a>= Segundo alicuota
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4.6.2 Lectinas

Fundamento

Se basa en la capacidad que tienen las fitohemaglutininas o lectinas, por aglutinar los

eritrocitos por efecto sus receptores especificos presentes. Consisten en hacer diluciones

seriadas de un extracto acuoso en las cuales se determina el punto final de la aglutinacién

de los glébulos rojos de hamster lavados y sensibilizados con solucion de proteasa para

mejorar la sensibilidad; se realiza mediante el método de microtitulacién que es rapido y

requiere una minima cantidad de muestra (Lucas and Sotelo, 1993).

Material / Reactivos:

Balanza analitica marca Sartorius mod. A-
210-P

Agitador magnético multiple marca Corning
Stirrer mod. 440825

Centrifuga marca International Equipment
mod A 3076x-2

Incubadora bacteriolégica marca Blue M.
Espectrofotdbmetro marca Coleman mod.
Junior 1I-A

Tubos de centrifuga de 15 mL con
graduacién

Probeta de 100 mL

Microtiter kit (Cook Eng Alexander, Virginia,
USA)

Gasa

Embudo de filtracion de talle corto

Pipeta volumétrica de 0.5y 2.0 mL
Pipeteador de goteo (50pL)

Microdilutor de 50 L

Filtros de vidrio de poro grueso

Matraz erlenmeyer de 25, 125y 250 mL

Solucion anticoagulante (heparina)
Solucion salina al 1% preparada con
agua desionizada

Solucién salina al 0.9% preparada con
agua desionizada

Sangre de Hamster desfibrinada y
lavada

Extracto de frijol peruano

Solucién de lectina de frijol (phaseolus
vulgaris) polvo liofilizado (SIGMA I-
8754) (a)

Proteasa (SIGMA P-5147) 0.2% en

solucion salina al 0.9 %
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(a) Pesar con la mayor exactitud posible 1 mg de faseolotoxina y pasarla a un
matraz volumétrico de 10 mL; a continuacion se afora con solucién isotonica
(0.9%). De esta solucion (0.1 mg/mL) se realiza una dilucion 1:100 para
ocuparla en la placa de microdilucion tipo “V”. con la finalidad de definir la

cantidad minima de faseolotoxina que produce prueba positiva de aglutinacion.
Procedimiento
Preparacion del extracto

Suspender 0.1 g de muestra finamente molida en 10 mL de solucién salina al 1% y
efectuar la extraccion con agitacion mecénica durante 2 horas a 300 rpm a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, centrifugar el extracto a 3000 rpm por 10 minutos, esto
con el fin de eliminar el residuo insoluble; se filtra el sobrenadante a través de un filtro de
vidrio de poro grueso y de ser necesario se lava el residuo con solucién salina al 1% para

llevar finalmente el extracto filtrado a un volumen de 10 mL.
Preparacion de la sangre

Se realiza una sangria por via seno-ocular a un hamster Sirio macho (previamente
anestesiado). La sangre colectada se coloca dentro de un matraz el cual debe contener
anticoagulante. Se agita suavemente para una completa homogenizacion y se diluye un
poco con solucion salina isotonica, se trasvasa a tubos de centrifuga para lavarla con
solucion salina al 0.9 % y se centrifuga a 1500 rpm durante 15 minutos, posteriormente se
decanta el liquido sobrenadante y se lava dos veces mas. Al término del Gltimo lavado, se
miden los mL del paquete de eritrocitos, se decanta el sobrenadante y se diluyen al 4%
(por cada mL de eritrocitos se adicionan 24 mL de solucién salina al 0.9%). En caso de

observar coagulos, se filtran a través de una gasa.
Sensibilizacion se los glébulos rojos

Por cada 10 mL de suspension al 4% se agrega 1 mL de proteasa al 0.2% y se coloca en
la incubadora por espacio de 1 hora a una temperatura de 37+0.5 °C. Transcurrido el
tiempo, se centrifuga a 1500 rpm durante 15 minutos para eliminar la enzima
sobrenadante. Una vez realizado esto, se realizan 3 lavados con solucion salina al 0.9% y

centrifugando a 1500 rpm durante 15 minutos. Después del ultimo lavado se mide el
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paquete de eritrocitos y resuspende al 4% con solucién salina al 0.9%, la suspension se

filtra con ayuda de una gasa en un matraz Erlenmeyer.
Ajuste de la suspensién de globulos rojos

Se ajusta el espectrofotometro Coleman al 100% de T con solucion salina al 0.9%, a una
longitud de onda de 620 nm, para ajustar la suspension de eritrocitos se toman 0.5 mL
con pipeta volumétrica de la suspension de eritrocitos y se coloca en la celda,
posteriormente se adicionan 2 mL de solucién salina al 0.9% con pipeta volumétrica, se
homogeniza antes de colocarla en el espectrofotometro, se diluye la suspension lo

necesario hasta obtener una lectura de 24 + 19%T.
Microtitulacion

Se colocan 100 yL de solucion salina al 0.9% a cada pozo de las placas tipo “V” del
microtiter, evitando tocar las paredes del pozo y adicionando con mucha precaucion para
evitar un desfase en el volumen de adicién. Se llena el microdilutor con 50 pL del extracto
problema o de faseolotoxina y se realizan las diluciones sucesivas desde el primer pozo
(siguiendo la hilera horizontal hasta donde se desee) y se elimina el residuo de la ultima
dilucion. Ya realizadas las diluciones pertinentes de colocan con el pipeteador de gota 50
uL de la suspension de eritrocitos sensibilizados y ajustados, se recomienda que cada
placa se tenga una hilera de control negativo (solucion salina: sangre ajustada) y otra
positiva de solucién salina 0.9% con estandar de faseolotoxina. Al término de las
diluciones sucesivas, se rota la placa en forma circular, para homaogeneizar y se coloca en
la incubadora por espacio de 1 hora a 37 £0.5 °C. Para realizar la lectura de las placas es
preciso colocar la placa en cuestibn sobre el dispositivo con el espejo adaptado,
posteriormente localizar en la hilera horizontal de la placa el nUmero correspondiente al

ultimo pozo donde se aprecia la aglutinacion.
Calculos

Para determinar el contenido de unidades de hemaglutininas en gramo de muestra se

tienen que realizar los siguientes célculos.

Limite de deteccion del método:

E=M=D
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Donde:
E=Cantidad que realmente se coloca en el primer pozo para hacer la dilucién seriada
D= Cantidad de muestra tomada por el microtitulador en L

M= Concentracion de lectina en solucion final (ug/mL).

Si se realizé la dilucién se expresa:
(1 mg PHT)( 1 ) _ 1X1073mg de PHT _ 1pg PHT
10mL /\100/ B

mL mL

Donde:

PHT= Faseolotoxina

E—(lug)(so B il )
~ UL 2 \1000 uL

E =0.05pg

Limite de deteccién del método; o sea la cantidad de lectina que produce prueba positiva

E
LzZ*(?)

L = Cantidad de lectina requerida para prueba positiva en aglutinacion en ug

de aglutinacion.

Donde

t = Lectura hasta el Gltimo pozo que dio positiva la aglutinacién (Titulo)

Determinacion de aglutinacion en la muestra:
e=m=xD

Donde:

e = Cantidad utilizada realmente de la muestra problema en el primer pozo de la hilera
respectiva

m = Concentracion de muestra en el extracto directo diluido (expresado en mg/mL)

D = Cantidad de muestra tomada por el microdilutor (50 uL)
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g de muestra\ (1000 mg
m=( ) (55"
10 mL lg

Donde:
g = Gramos de muestra para la extraccion

F = Factor de dilucion.

Titulo de la muestra problema
e
Ly =2 (ﬁ)

L, = Cantidad minima de muestra que produce prueba positiva de aglutinacion

Donde

t = Lectura hasta el Gltimo pozo que dio positiva la aglutinacion (Titulo)

Relacion entre el limite de deteccién de la lectura de referencia (L) y el limite que da

prueba positiva con la muestra.

L pwg PHT _mgPHT

R. = =
E L, mg M gM

Donde

Re = Relacion equivalente

Si definimos que una unidad de hemaglutinacion (UHG) es equivalente a un mg de la
lectina de referencia, se puede expresar el resultado en UHG/g muestra, cuando no sea el

caso de frijol (Phaseous vulgaris)
4.6.3 Saponinas
Fundamento

Las saponinas son glucésidos anfifilicos, en los cuales la parte polar la constituye los
azucares que se encuentran enlazados a un grupo no polar llamado sapogenina, el cual
puede ser de estructura esteroidal o triterpenoide. La determinacion esta basada en el

aprovechamiento de la capacidad hemolitica de las saponinas sobre los eritrocitos. Se
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emplea un método de microtitulacion en el cual se pone en contacto un extracto

metanolico de la muestra resuspendida en solucion salina, con los eritrocitos

sensibilizados (Giron, 1992)
Material/ Reactivos

Aparato de extraccion Goldfish

marca Labconco, mod. 35001-00CV
Cartuchos de celulosa Watman de 22X88
mm

Rotavapor marca Bichi mod RE-111
Centrifuga marca International Equipment
mod A 3076x-2

Incubadora bacterioldgica marca blue mod
M

Espectrofotdbmetro marca Coleman mod
junior 1I-A

Parrilla de agitacion y calentamiento
Tubos de centrifuga de 15 mL con
graduacion

Pipetas volumétricas de 0.5y 2.0 mL
Microtiter kit (Cook Eng Alexander Viginia
USA)

Matraz Erlenmeyer de 25, 125y 250 mL
Probeta de 100 mL

Embudo de filtracion de talle corto

Filtros de vidrio de poro grueso

Gasa

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

Aguja tipo mariposa para colectar sangre
Soporte tubo vacutainer

Curita

Solucién anticoagulante (a)

Solucién salina al 1% preparada con
agua desionizada

Solucién de metanol al 85% (v/v) en
agua

Sangre humana tipo O

Alcohol etilico desnaturalizado

Tripsina de pancreas porcino (Sigma T-
8128 tipo Il)

Solucién estandar de saponinas al 0.5

% en solucion salina (b)
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(a) Tripsina de pancreas porcino (Sigma t-8128 Tipo Il) al 0.1% en solucidn salina al

0.9% para el proceso de sensibilizacion.

(b) El estdndar de saponinas es una mezca 1:1 de digitonina (Saponina tipo esteroidal
Sigma 18125-A) y un extracto de quijalla (saponina tipo triterpenoide Merck 7695),
en ella se pesan 0.025 g de digitonina y 0.025 g de quijalla y se lleva a un aforo de

10 mL con solucion salina.
Procedimiento
Preparacion del extracto

Se pesan exactamente 3.75 gramos de muestra finamente molida y desengrasada, se
coloca dentro de un cartucho de celulosa y se coloca en el portadedales del extractor
Goldfish, la extraccion se realiza durante 2 horas utilizando 50 mL de metanol (85%) y a
una temperatura que se observe un goteo constante. Transcurrido el tiempo de
extraccion, se trasvasa el extracto a un matraz de bola y se concentra a sequedad en el
rotavapor, a una temperatura no mayor de 65°C, este concentrado obtenido se pre-
disuelve en solucion salina 0.9% y se filtra con ayuda del vacio empleando filtros de vidrio
de poro grueso, posteriormente se lleva a un aforo de 50 mL con la misma solucién al
0.9%.

Preparacion de la sangre

Se realiza una extraccioén de sangre humana empleando una jeringa de 5 o 10 mL y un
tubo vacutainer. Este tubo se homogeneiza suavemente para que exista una correcta
incorporacion de la sangre con el EDTA. Posteriormente se trasvasa a tubos de centrifuga
para lavarla con solucion salina al 0.9 % y se centrifuga a 1500 rpm durante 15 minutos,
posteriormente se decanta el liquido sobrenadante y se lava dos veces mas. Al término
del ultimo lavado, se miden los mL del paquete de eritrocitos, se decanta el sobrenadante
y se diluyen al 4% (por cada mL de eritrocitos se adicionan 24 mL de solucién salina al

0.9%). En caso de observar coagulos, se filtran a través de una gasa.
Sensibilizacion de globulos rojos

A cada 10 mL de suspension de glébulos rojos al 4% se le adiciona 1 mL de Tripsina al
0.1%, esta se coloca en la incubadora por espacio de 1 hora a 37 + 0.5 °C. Transcurrido

el tiempo, se trasvasa la sangre a tubos de centrifuga para eliminar la enzima
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sobrenadante centrifugando a 1500 rpm por 15 minutos, una vez terminado la
centrifugacion, se decanta el liquido sobrenadante y se lava 3 veces més. Al término del
ultimo lavado, se mide el paquete de eritrocitos y se resuspende al 5% (por cada mL de
eritrocitos se agrega 19 mL de solucién salina al 0.9%) la suspension se filtra a través de

una gasa en un matraz Erlenmeyer.
Ajuste de la suspensién de gldbulos rojos

Se ajusta el espectrofotémetro COLEMAN al 100 % de T con solucién salina al 0.9 %, a
una longitud de onda de 620 nm y en una celda se colocan 0.5 mL de la suspensién de
eritrocitos con la pipeta volumétrica y se adicionan 2 mL de solucién salina al 0.9%, se
homogeneiza antes de introducirlo al espectrofotometro COLEMAN, se diluye lo necesario

hasta obtener una lectura de 26 + 0.5% T.
Microtitulacién

Se colocan 50 pL de solucién salina al 0.9% a cada pozo de las placas tipo “U” del
microtiter. Se llena el microdilutor con 50 pL del extracto problema o del estandar de
saponinas y se realizan las diluciones sucesivas desde el primer pozo (siguiendo la hilera
horizontal hasta donde se deseé) y se elimina el residuo de la ultima dilucién. Ya
realizadas las diluciones pertinentes de colocan con el pipeteador de gota 50 yL de la
suspension de eritrocitos sensibilizados y ajustados, se recomienda que cada placa se
tenga una hilera de control negativo (solucién salina: sangre ajustada) y otra positiva de
solucidn salina 0.9% con estandar de saponinas. Al término de las diluciones sucesivas,
se rota la placa en forma circular para homogeneizar y se coloca en la incubadora por
espacio de 1 hora a 37 £0.5 °C. Para realizar la lectura de las placas es preciso colocar la
placa en cuestién sobre el dispositivo con el espejo adaptado, posteriormente localizar en
la hilera horizontal de la placa el nimero correspondiente al Gltimo pozo donde se aprecia

la hemolisis.
Célculos

Para determinar el contenido de unidades de hemdlisis en miligramo de muestra se tienen
gue realizar los siguientes calculos:
Cantidad de estandar de saponinas (1:1) que se coloca en el primer pozo para realizar la

dilucién derivada:

E=M=D
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Donde:
E=Cantidad de saponina que se coloca en el primer pozo para hacer la dilucién seriada
D= Volumen de muestra tomada por el microtitulador (50 L)

M= Concentracion saponinas en solucién de referencia (mg/mL).

(0.5 g STD Sap) 103 mg STD Sap ( 1mL ) _ 5x10°mg STD Sap _ y
100 mL g STD Sap 103uL/) uL B

E =5x 103m9/uL X 50 pL = 0.25 mg STD Sap

Limite de deteccion del método; o sea la cantidad minima de STD Sap que produce

- (3

prueba positiva de Hemodlisis.

Donde
L= Limite de deteccion del STD Sap

t = Titulo de solucién al 0.5% (# de pozo donde se observa prueba positiva)

Cantidad de muestra que se coloca en el primer pozo para realizar la dilucion seriada:
e=m=xD

Donde:

e = Cantidad utilizada realmente de la muestra problema en el primer pozo de la hilera
respectiva

m = Concentracién de muestra en el extracto (expresado en mg/mL)

D = Volumen de muestra tomada por el microdilutor (50 pL)

g de muestra\ (1000 mg
m=( )(Tg )"
10 mL lg

Donde:
g = Gramos de muestra para la extraccion

F = Factor de dilucion
Titulo de la muestra problema

47



Donde
L= Cantidad minima de muestra que produce prueba positiva de hemdlisis

t = Lectura hasta el Gltimo pozo que dio positiva la hemdlisis (Titulo)

Relacién entre el limite de deteccion de la lectura de referencia (L) y el limite que da

prueba positiva con la muestra.

R — L _(mgsap)(lmgM)(lOOOug)_ugsap
E \mgM 1gM )\1mgsap) gM

Donde

Re = Relacion equivalente

Si definimos que 10 unidades de hemdlisis (UH) es equivalente a un pg de la saponina de

referencia, se puede expresar el resultado en UH/g muestra.
4.6.4 Nitratos
Fundamento

Se basa en la extraccion acuosa de nitratos de tejidos vegetales, con la posterior
centrifugacion y la formacién de un complejo como resultado de la nitracion del acido
salicilico bajo condiciones extremas, este complejo tiene su maximo de absorciéon a 410
nm en soluciones alcalinas. La absorbancia del croméforo es directamente proporcional a
la cantidad de nitratos presentes. Se determina el contenido de nitratos usando una curva

estandar preparada con la sal de nitrato quimicamente pura (Cataldo et al, 1975)

Material /Reactivos

Vasos de precipitados de 50 mL Solucién estandar de nitrato 0.6 mg/mL
Probeta de 50 mL Solucion estandar de nitratos 10 mg/mL
Matraces volumétricos de 50 mL Solucién de acido salicilico al 5% (m/v) en
Papel Whatman # 41y # 542 acido sulfarico concentrado
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Tubos de ensaye de 140X14 NaOH 2 M
Embudos Buchner Carbon activado
Matraces kitasato

Micropipeta de 50, 200 y 1000 pL

Bureta de 50 mL

Tubos de centrifuga

Agitador magnético Marca Thermolyne

mod multi-stir play four 29387

Centrifuga marca Eppendorf mod 5702

Mezclador de tubos marca Lab-line mod

super-mixer

Bafio regulador de temperatura Grandt

con escala de 0 a 100 °C

Espectrofotdmetro marca Thermo

Scientific mod Genesys 10 uv

a) Preparacion de la curva estandar

En un vaso de precipitados de 50 mL se adicionan 3 mL de la solucién estandar de
nitratos, 550 mg de carb6n activado y 30 mL de agua; se mezclan hasta homogeneizar.
Se filtra con ayuda de vacio sobre papel Whatman #41. El filtrado se transfiere
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50 mL, se afora con agua y posteriormente
se traspasa a un tubo de centrifuga. Se centrifuga a 3000 r.p.m. por 1 hora. Se filtra el
sobrenadante con ayuda de vacio sobre papel Whatman #542 y se homogeneiza; la

concentracion del sobrenadante es de 0.6 mg de NOs/mL.

En 6 tubos de ensaye, correspondiente el numero 1 al blanco de la curva, se adicionan 0,
10, 20, 50, 70 y 100 pg de nitratos a partir de la solucién patrén 0.6 mg de NOsz/mL (se
hacen los calculos correspondientes para obtener el volumen que contengo los pg de
nitratos correspondientes). Se afiade agua a cada tubo a fin de llevar a un volumen de 0.1
mL y se agita. Posteriormente se adiciona 0.4 mL de la solucion se &cido salicilico a cada
tubo, se agita y se introduce en un bafio de agua a 30 °C durante 20 minutos.
Transcurrido el tiempo se adicionan lentamente con bureta 9.5 mL de solucién de NaOH
2M, se agita y se introduce al bafio nuevamente durante 15 minutos. Finalmente se

transfiere a celdas de medicién y se lee en el espectrofotometro a 410 nm y una vez
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registradas las absorbancias se grafican los resultados de absorbancia vs concentracion

de nitratos, expresada como pg de nitrato.
Preparacion del extracto

Se pesan de 0.25 a 0.9 g de muestra dentro de un vaso de precipitados de 50 mL y se
adicionan 550 mg de carbdn activado, se disuelven en 30 mL de agua. Se agita a 700 rpm
durante 15 minutos. Se filtra sobre un papel Whatman #41, el filtrado se transfiere
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50 mL y se lleva a la marca de aforo, se
homogeneiza y se transfiere a un tubo de centrifuga de 50 mL, se centrifuga una hora a
3000 rpm. Se filtra el sobrenadante con ayuda del vacio sobre un papel Whatman del

#542 y se homogeneiza para proceder a la determinacion.
Desarrollo de color

Se rotulan 4 tubos de ensayo, donde el numero 1 sera el blanco de la muestra. Se
adicionan a cada tubo 100 pL del extracto. Se adicionan 0.4 mL de la solucién se acido
salicilico, excepto al blanco, al cual se le adiciona 0.4 mL acido sulfarico concentrado; se
agitan y se introducen en el bafo regulado a 30 °C por 20 minutos. Transcurrido el
tiempo, se adiciona con ayuda de una bureta 9.5 mL de soluciéon de NaOH, se agitan y se
introduce nuevamente en el bafio de 30 °C por 15 minutos, transcurridos se transfiere el

volumen a celdas y se lee en el espectrofotémetro a 410 nm.
Célculos

Se elabora la curva patrobn de nitratos, graficando la absorbancia ABS (y) vs
concentracion de nitratos (en ug) (x). A partir de la ecuacién de la recta de la curva patron
y la lectura de absorbancia de la muestra problema, es posible conocer la concentracion

de nitratos (en pg) de la muestra problema con la siguiente ecuacion:

Donde:

x= Concentracion de nitratos en ug
y=ABS de la muestra problema
m = pendiente de la ecuacion de la curva patrén

b =ordenada al origen de la ecuacion de la curva patron
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Una vez obtenido el contenido de nitratos (NOs) en pg se sustituye en la siguiente
ecuacion:
ug nitratos 1 g nitratos 100

% Nitratos = ———— X 50 mL X X
% Nitratos 0 1mL M~ ~ 1000000 ug nitratos g muestra

4.6.5 Determinacion semicuantitativa de Alcaloides
Fundamento

El material bioldgico seco y desengrasado de la planta se extrae con metanol. Se acidifica
la solucién con &cido, con el fin de precipitar proteinas y componentes que puedan
intervenir en la determinacion. Posterior se lleva a un pH béasico con amoniaco y se le
extrae de manera diferencial, con dos disolventes de extraccion: cloroformo y cloroformo-
etanol. A los 2 extractos obtenidos y se les hace reaccionar con 7 diferentes reactivos

especificos para alcaloides, que son:

1) Reactivo de MAYER (Cloruro de mercurio y yoduro de potasio)

2) Reactivo de WAGNER (Triyoduro de potasio)

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

5) Reactivo de HAGER (Acido Picrico)

6) Reactivo de SCHEIBLER (Acido fosfotlingstenico)

7) Reactivo de ACIDO SILICOTUNGTENICO

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

51



Material/ Reactivos

Bafio de agua con control de temperatura
(a 50 £ 1 °C) y agitacion oscilatoria marca
Lab-line, mod. Dubnoff incu shaker
Embudos de separacion de 125 mL
Embudo de tallo corto

Papel filtro Whatman #52

Rotavapor Marca buchi Mod. R 111
Probetas graduadas de 10y 125 mL
Matraces bola de fondo plano de 125 mL
Matraz kitasato de 125 mL

Pipeta volumétrica de 2 mL y 10 mL
Soporte universal y pinzas de 3 dedos
Potenciometro Marca Thermo Scientific
Mod. Orion 3 Star

Acido sulfarico al 1%

Acido nitrico (30% 6 &= 1.180)
Sulfato de sodio anhidro R.A.
Acido clorhidrico al 1%

Acido Silicotingstico (4H,0-SO,-
12W0:-22H:0)

Metanol R.A.

Etanol R.A.

Agua destilada

Hexano

Agua desionizada

Amoniaco concentrado al 25%
Cloroformo R.A. Mezcla etanol-
clororformo (3:2)

Solucion de &cido sulfarico 0.01N
Reactivo de MAYER (Cloruro de
mercurio y yoduro de potasio) (1)

Reactivo de WAGNER (Triyoduro de
potasio)(2)

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

Reactivo de HAGER (Acido Picrico)
()

Reactivo de SCHEIBLER (Acido
fosfotlingstenico) (6)

Reactivo de ACIDO
SILICOTUNGTENICO (7)



(1)Se disuelven 1.36 g de HgCl, en 60 mL de agua y 5 g de Kl en 10 mL de agua se
juntan las 2 soluciones y se aforan a 100 mL de agua destilada.

(2)Se disuelven 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g de yoduro de potasio en 20 mL
de agua; la solucion se afora a 100 mL con agua destilada.

(3)Se disuelven 8.0 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 mL de &cido nitrico
(densidad 1.18 igual a 30%) y 27.2 g de Kl en 50 mL de agua. Se mezclaron las 2
soluciones y se dejaron reposar 24 horas. Se decanta la solucion y se afora con
agua a 100 mL.

(4)A 100 mL de una solucién caliente de molibdato de amonio (43 g/100 mL)
adicionar 100 mL de una solucién caliente de fosfato de sodio dibasico anhidro
(10 g /100 mL); a esta solucién clara se le adiciona 10 mL de &acido nitrico
concentrado, al precipitado amarillo que se formé se deja reposar durante una
hora. Decanta el liquido sobrenadante y desecha. Se suspende el precipitado
amarillo en 50 mL de agua destilada y se calienta. A la suspensién caliente se
adiciona 100 mL de la solucion de carbonato de sodio anhidro caliente (28 g/ 100
mL). Una solucién clara debe formarse, y esta solucién se evapora a sequedad
en una capsula; se flamea la superficie del polvo con un mechero bunsen hasta
encenderse para evaporar las sales de amonio. Se pesa el polvo, y debe ser
aproximadamente 30 g (si se realiz6 con las cantidades indicadas anteriormente).
Se disuelve el polvo con 200 mL de agua destilada caliente, se calienta y
adiciona a esta solucion 50 mL de acido nitrico concentrado, a esta solucion se
adiciona agua destilada hasta llevar a un aforo de 300 mL; resultando una
solucién clara amarilla de &cido fosfomolibdico.

(5)Preparar una solucién saturada de acido picrico (2.0 g /100 mL)

(6)Se disuelven en 50 mL de agua 10 g de tungstato de sodio y 7 g de fosfato
disddico. La solucion se acidula con écido nitrico.

(7)Se disuelven 5.0 g de acido silicotingstico en acido sulfurico.

Procedimiento

De la muestra seca y molida se pesa 5 g y se adiciona 40 mL de metanol dejando reposar
por 16 horas; después del tiempo cumplido se calienta durante 4 horas a 50 °C, la mezcla
se filtra en papel (Whatman #52) a vacio y el residuo se lava con 20 mL de metanol, los
extractos se combinan y se evapora el metanol en un rotavapor. El residuo se

resuspende con 2 mL de metanol y 12 mL de HCI al 1%; la mezcla se agita y se filtra con
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papel (Whatman #52) a vacio; lavando el residuo con 8 mL de HCI al 1%, se combinan los
extractos filtrados y se alcaliniza la solucion con amoniaco concentrado a un pH 9.5 + 0.2.
Se extrae con tres porciones de 20 mL de cloroformo cada una, obteniendo la Fraccion
“AH.

La solucion acuosa residual de la anterior extraccion, se extrae con una mezcla de
cloroformo-etanol 3:2 (v/v), con tres porciones de 20 mL cada una, con lo cual se obtiene

la Fraccion “B”.

Las fases organicas A y B se secan con 3 g de sulfato de sodio anhidro y se decantan.
Las dos fracciones A y B, se evaporan en un rotavapor por separado; y el residuo se
resuspende con 1.5 mL de HCl al 1 % y se agita vigorosamente con 1.5 mL de cloroformo.
La fase acuosa de cada fraccién es pipeteada y filtrada a través de algodén (esto en caso
de que se observe una turbiedad, en el caso contrario se puede omitir esto) y dividida en

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

Debido a la frecuencia de falsos positivos con los reactivos comunes de alcaloides, solo
se consideran como positiva la presencia de alcaloides cuando cualquiera de las dos

fracciones (A 6 B) da reaccion positiva con los siete reactivos enumerados:

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

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

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

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

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

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

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

precipitado blanco-grisaceo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se presentan los resultados obtenidos a partir de analisis quimico proximal

realizado a las harinas de tres muestras de hongos por triplicado.

Tabla 2. Andlisis quimico proximal realizado a tres muestras de hongos?

Muestra Humedad Proteina® Grasa Cenizas Fibra cruda HC¢
H. elastica | 8.65+0.07 | 24.55+0.25 | 4.75+0.25 | 10.17 £0.04 | 12.14+£0.57 | 39.75
Ramaria spp | 9.37£0.11 | 17.73+£0.50 | 1.00 £ 0.03 | 10.77 £0.07 | 9.67 £0.15 | 51.46
H.lacunosa | 8.53+0.18 | 20.57 £ 0.42 | 3.57+£0.04 | 10.70+0.04 | 11.46 £ 0.65 | 45.17

aSe expresan los valores en g/100 g de muestra (%). Se muestran los valores promedio + desviacién estandar, n=3 (CV<5%).
bProteina cruda= N x 6.25

®Hidratos de carbono calculados por diferencia (método Weende)

En la tabla 2 observamos que existe una tendencia del porcentaje de estos componentes

presentando en las tres muestras, se observa un mayor contenido de hidratos de carbono,

le sigue el contenido de proteina, fibra cruda, cenizas, humedad y por ultimo el menor

porcentaje es de grasa. Esto se hace mucho mas evidente en la figura 2:
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Figura 2. Resultados del andlisis quimico proximal

Humedad

M H. elastica

B Ramaria Spp

W H. Lacunosa

aamn .

Grasa

Como se observa en la presentacion de barras, la muestra que presenta un mayor

contenido de Hidratos de carbono es la muestra de Ramaria spp. En cuanto a proteina y
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fibra cruda, la muestra de Helvella elastica es la que contiene un mayor porcentaje de
estos componentes. En cenizas y humedad destaca la muestra de Ramaria spp. Por
altimo la muestra de Helvella elastica es la muestra que contiene mas grasa. Aqui
observamos que la muestra de Helvella lacunosa no destaca en alguna de estas

macromoléculas.

Al tener muy poca informacion de las muestras analizadas, especialmente de Helvella
elastica, se procedi6 a realizar un analisis mas profundo, se realizé un analisis
bromatologico complementario determinando mas parametros alimenticios, entre los que
se incluyen proteina verdadera, digestibilidad in vitro y determinacion de contenido

caldrico.

En la tabla 3 se observan los resultados obtenidos en la complementacién bromatologica

realizada en la harina de las 3 muestras de hongos.

Tabla 3. Resultados del andlisis bromatolégico complementario?®

Determinacion
Contenido Contenido
Muestra Proteina Digestibilidad Energia . o
o caldrico caldrico
verdaderaP® in vitrod gruesa® _ .
experimental® tedrico®
H. elastica 19.20£0.76 | 60.60+2.78 371.87+45 320.87 297.39
Ramaria spp | 14.83+0.39 | 65.18+1.78 | 365.03 + 24.7 326.39 285.80
H. lacunosa | 11.95+0.89 | 60.52+3.60 | 375.03+15.2 333.03 298.68

2Se muestran los valores promedio + desviacion estandar, n=3 (CV<5%).
bSe expresan los valores en g/100 g de muestra (%)

¢ Proteina cruda= N x 6.25

dvalores expresados en %

®Valores expresados en kcal/100g muestra

Como se observa en la tabla 3, el contenido de proteina disminuye en las tres muestras,
presentando una mayor pérdida en la muestra de Helvella lacunosa, le sigue la muestra
de Ramaria spp y la muestra de Helvella elastica fue la que presentdé mayor contenido de
proteina. Sin embargo pese a que Ramaria spp presenté menor contenido proteinico, esta

proteina se puede aprovechar ligeramente mas a comparacion de las muestras restantes,
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ya que presentd el mayor porcentaje de digestibilidad in vitro. En cuanto al contenido

energeético, se observa que la muestra de Helvella lacunosa aporta mas calorias que las

restantes. Todo esto lo podemos observar de forma clara en la figura 3:
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Figura 3. Resultados del analisis bromatolégico complementario

M H. elastica
B Ramaria

B H. lacunosa

Sin embargo, en la tabla 2 se observa que las tres muestras analizadas presentan

diferente porcentaje de humedad, por lo que es conveniente expresar los resultados en

base seca, es decir que se expresen en 100 % de sélidos totales y de esta manera la

humedad no llegue a influir.

A continuacion se presenta la Tabla 4 en donde se aprecian los valores en base seca:

Tabla 4. Resultados del analisis proximal expresados en base seca?

Hidratos de Proteina Proteina ] )
Muestra Fibra cruda Cenizas Grasa
carbono crudaP verdaderaP
H. elastica 43.51 26.87 £0.84~ | 21.02+0.83~ | 13.28 £0.62* | 11.13+£0.04~ | 5.20+0.27~
Ramaria spp. 56.78 19.56+ 0.558 16.36 + 0.438B | 10.67 £ 0.168 | 11.88 £+ 0.078 | 1.10 + 0.04B
H. lacunosa 49.38 22.49+ 0.46€ 13.06 £+ 0.97¢ | 1253 +0.71~ | 11.70 + 0.04B | 3.91 + 0.05¢

aSe expresan los valores en g/100 g de muestra (%). Se muestran los valores promedio + desviacion estandar, n=3 (CV<5%).

bProteina cruda= N x 6.25

Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadistica significativa
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En la siguiente figura se presentan los resultados de la tabla 4, en ella se aprecia de
manera clara los datos del andlisis proximal asi como los resultados de proteina

verdadera.

Analisis proximal y proteina verdadera en base

secCa
30.00
25.00 M H.elastica
B Ramaria
20.00
B H. lacunosa
15.00
10.00
5.00
0.00 u
Proteina cruda  Proteina Fibra cruda Cenizas Grasa

verdadera

Figura 4. Resultados del analisis proximal y complementario expresado en base seca

Con los resultados obtenidos en la tabla 4, se puede observar los resultados de proteina
cruda, en estos datos se encontré6 que las tres muestras presentaron diferencia
significativa al igual que en proteina verdadera. Al comparar los resultados obtenidos de
proteina cruda y proteina verdadera notamos que este nutrimento se ve reducido en todas
las muestras, una de las razones por las cuales este nutrimento presenta esa tendencia,
es el hecho de que experimentalmente se determiné el contenido de nitrégeno total en las
muestras y posteriormente se multiplico por un factor de 6.25 (valor comunmente usado
para la mayoria de alimentos de los cuales no se tiene informacion del contenido de
nitrdgeno). Al realizar esto en la proteina cruda, se puede cuantificar nitrégeno no
proteinico que pudiese corresponder a otros componentes nitrogenados como lo pueden
ser aminas, purinas, pirimidinas, betainas, porfirinas, alcaloides y aminoacidos no
proteinicos. Estos compuestos son eliminados mediante la determinacion de proteina
verdadera y es por ello que este contenido de nitrégeno se reduce y por ende también el

contenido de proteina.

Para ilustrar el contenido verdadero de nitrégeno en las muestras, se presentan las

siguientes ilustraciones. En la figura 5 observamos que el contenido de proteina
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expresado en % de nitrégeno para el caso de H. elastica es relativamente alto, ya que
aproximadamente el 80 % del nitrégeno consumido es proteina, por lo que no hay gran

pérdida

Nitréogeno total H. elastica

m % Nitrogeno
proteinico

m % nitrogeno no
proteinico

Figura 5. Distribucion del nitrégeno total en la muestra de Helvella elastica

Para el caso de la muestra de Ramaria spp, observamos que el contenido de proteina
verdadera es ligeramente mas alto que en el caso de H. elastica, por lo que se obtendria

un mayor aporte tanto energético como nutricional.

Nitrégeno total Ramaria spp

m %Nitrégeno Proteinico

m Nitrégeno no
proteinico

Figura 6. Distribucion del nitrogeno total en la muestra de Ramaria spp
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En el caso de H. lacunosa el contenido de nitrégeno proteinico es el mas bajo de las tres
muestras, teniendo casi la mitad de nitrégeno total no proteinico por lo que al consumir
este tipo de hongo no se aprovecha todo el nitrégeno de la muestra y por ende se

obtendria menos proteina en comparacion con las otras muestras.

Nitrégeno total H. lacunosa

m Nitrégeno proteinico

m Nitrégeno no
proteinico

Figura 7. Distribucién del nitrégeno total en la muestra de Helvella lacunosa

Pese a que 2 de las 3 muestras presentan un alto contenido de proteina verdadera, no
necesariamente expresan la calidad de las mismas ya que inclusive H. lacunosa pese a
tener el menor contenido de proteina, podria tener mayor calidad proteinica y por ende
tener un mayor impacto en la nutricién, es por ello que se tendria que hacer el perfil de

aminoacidos para poder evaluar esta calidad.

En el caso particular de la proteina, se mencionaron algunos factores que pueden influir
en el contenido de nitrégeno proteinico, sin embargo el tipo de suelo, la zona especifica
de recoleccién asi como las condiciones ambientales también influyen en el contenido de

este macronutrimento.

En cuanto a fibra cruda, podemos observar que las muestras de H. elastica y H. lacunosa
no presentan diferencia estadistica significativa, sin embargo estas dos muestras si
presentan esta diferencia con Ramaria spp. Una de las razones mas légicas es que
ambas muestras pertenecen al género Helvella, estas muestras presentaron el mayor
contenido de fibra cruda H. eslatica presenta ligeramente mas fibra en comparacién con

H. lacunosa y la muestra de Ramaria spp fue la que contenia menos fibra de todas. La
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fibora es la segunda macromolécula mas abundante sin tomar en consideracion a los
hidratos de carbono digeribles, esto principalmente a que los hongos son buena fuente de
fibra ya que contienen cerca del 2 al 9 % de fibra insoluble y de 0.3 a 2 % de fibra soluble.
La mayor cantidad de fibra en hongos la abarcan los B-glucanos, seguido de la quitina
(Mattisek, 1998).

En los resultados de cenizas, observamos que todas las muestras presentan un
porcentaje general del 11%. Estos resultados entran dentro de los rangos de algunas
especies de hongos que establecen el contenido de cenizas entre 6 a 11% de cenizas
sobre materia seca. Estos porcentajes corresponden principalmente a minerales como lo
son el calcio, fésforo, potasio y magnesio, aunque también se pueden encontrar cobre,

selenio, hierro y cinc pero en menor cantidad (Barr, 2001).

En el caso de la grasa presente en las muestras, todas presentaron diferencia estadistica
significativa. Todas las muestras se pueden considerar bajas en grasa (ya que presentan
menos del 5.20% de grasa en peso seco). La muestra que presentd el mayor contenido
de grasa fue H. elastica (5.20%), le sigue H. lacunosa (3.91%) y por ultimo, Ramaria spp
(1.10%). La mayoria de los hongos son bajos en grasa por lo que entran en el intervalo de
1 a 5% de grasa. En los hongos el contenido de &cidos grasos insaturados es
predominante ya que esta en mayor cantidad que los saturados siendo el acido linoleico el

gue esta presente en mayor proporcion en hongos (Becker, 1989).

A continuacién, se presentan los resultados de las determinaciones complementarias

realizadas a las tres muestras:

Tabla 5. Resultados del andlisis bromatolégico complementario

Muestra Digestibilidad in | Densidad energética Contenido calérico Contenido Calérico
vitro? gruesa® experimental corregidao® tedrica®
H. elastica 60.60* 371.874 320.87 299.94
Ramaria spp 60.524 375.034 333.03 285.76
H. lacunosa 65.18* 365.034 326.39 295.09

2 Valores expresados en %
b Valores expresados en kcal/100g muestra

Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadistica significativa
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En cuanto a los resultados obtenidos de digestibilidad in vitro observamos que las
muestras no presentan diferencia significativa entre ellas. En la tabla 5 observamos que
las muestras analizadas presentan digestibilidad entre el 60 a 65%, estos resultados nos
indican que las muestras presentan una digestibilidad aceptable, ya que el rango de
digestibilidad para muestras de origen vegetal se considera bueno en un rango del 60 a
80%. Con estos resultados se esperaria que el aprovechamiento de las proteinas

presentes en las muestras seré asimilado sin problemas por el organismo. .

En cuanto a la densidad energética gruesa observamos que no existe diferencia
significativa entre las muestras y que todas las muestras presentan valores muy similares,
aportando todas las muestras cerca de 370 kcal /100 g de muestra. Para este parametro
se tiene que analizar el contenido calérico experimental corregido ya que este valor se
obtiene al descartar el aporte de la fibra que se considera en la densidad energética
gruesa, ya que esta fibra no aporta calorias para el metabolismo de monogastricos. Si
comparamos el contenido de energia gruesa contra el experimental corregido,
observaremos que las muestras aportan de 320 a 333 kcal/100 g mientras que el valor
tedrico para monogastricos de acuerdo a factores establecidos para los nutrimentos que
aportan calorias estimaba solo entre 285 a 300 kcal. Se podria pensar que la muestra
que aportaria mas calorias fuese H. elastica al contener el mayor porcentaje de grasa
(5.20%), siendo esta la macromolécula que aporta mas energia o Helvella lacunosa que
fue la segunda muestra con mayor contenido de grasa (3.91%), sin embargo la muestra
que aporta mas calorias es Ramaria spp, una de las posible razones es que esta muestra
presenta el menor contenido de fibra cruda con un porcentaje del 10.67% y el mayor
contenido de Hidratos de carbono digeribles 51.4%, mientras que las muestras de
Helvella elastica y Helvella lacunosa presentaban mayor contenido de fibra y también

menos hidratos de carbono digeribles.

Pese a que el consumo de alimentos de origen vegetal proporciona muchos beneficios
por su aporte en nutrimentos, no se debe olvidar que pueden tener diversos componentes
antinutritivos o toxicos, los cuales pueden ser naturales y por ende son productos
originados en el metabolismo del recurso vegetal. Muchas de estas sustancias podrian
ser potentes téxicos con efectos adversos inmediatos o podrian tener una toxicidad
cronica, por ende se determinaron los siguientes factores toxicos: Inhibidores de tripsina,

nitratos, lectinas, saponinas y alcaloides.
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Los resultados obtenidos de estas determinaciones se presentan en la tabla 6:

Tabla 6. Resultados de factores tdxicos obtenidos en las tres muestras de hongos

Muestra Inhibidores de tripsina® | Nitratos® | Lectinas® | Saponinas® | Alcaloides
H. elastica 13.35+0.60 0.45 +0.02 0.300 0.83 Negativo
Ramaria spp 3.10£0.15 0.27 £0.01 0.004 Negativo Negativo
H. lacunosa 7.85+£0.32 0.29 £0.02 0.899 0.41 Negativo

2Se muestran los valores promedio + desviacion estandar, n=3 (CV<5%).
PResultados expresados en Unidades de Tripsina Inhibida/mg de muestra
¢ Resultados expresados en % (g/100 g muestra)

dResultados expresados en Unidades de Hemaglutinacién /g de muestra

Al igual que en el andlisis bromatolégico, los resultados obtenidos se pasaron a base seca

con el fin de evitar que la humedad influyera en la concentracion de estos factores toxicos.

En las siguientes tablas se presentan los andlisis estadisticos de cada factor toxicos y en
la tabla 7 se presentan los resultados de los inhibidores de tripsina:

Tabla 7. Resultados obtenidos en Inhibidores de tripsina

Inhibidores de tripsina
Muestra
(U.T.l./mg muestra)
H. elastica 14.61A
Ramaria spp 3.428
H. lacunosa 8.59¢

Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadistica significativa

En tablas anteriores hemos observado que el contenido de proteina verdadera es
aceptable y la digestibilidad de todas las muestras es buena, es por ello que se tienen que
determinar si no existe una reduccion de este nutrimento que es ocasionado por algun
inhibidor de proteasa. En este caso se analizaron los inhibidores de tripsina, los cuales
sabemos que inhiben la enzima tripsina e impiden la hidrolisis de las proteinas,
reduciendo la digestibilidad de las proteinas asi como la pérdida de aminoacidos

esenciales.
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De acuerdo a la técnica de Kakade et al., establece que la concentracion minima de
inhibidores de tripsina que puede generar un riesgo a la salud son 10 U.T.l/ mg muestra,
sobrepasando esa concentracion de inhibidores de tripsina puede ocasionar algun riesgo,
ya que el pancreas puede llegar a sintetizar mas enzima, lo que incrementa la actividad

del mismo y se puede llegar a derivar una hiperplasia e hipertrofia del tejido pancreético.

En la tabla 7 observamos que existe diferencia estadistica significativa entre todas las
muestras, sin embargo la Unica muestra que sobrepasa la concentracion establecida por

Kakade fue H. elastica, mientras que las muestras restantes no implicarian riesgo alguno.

Al realizar el analisis de las muestras mediante la técnica propuesta por Kakade, se
encontré que las muestras del género Helvella mostraron un comportamiento de inhibicién
del tipo Browman-Birk, esto significa que los inhibidores de tripsina presentes en ambas
muestras tendran mayor resistencia térmica por lo que la coccién de las muestras no sera
suficiente para reducir las concentraciones de este toxico, por el contrario la muestra de
Ramaria spp. mostré un comportamiento del tipo Kunitz y estos son muy termolabiles, por
lo que un tratamiento térmico seria suficiente para reducir la concentracién de estos
inhibidores. Todas estas muestras tienen una preparacion en donde se llevan a altas
temperaturas por tiempos prolongados, por lo que la muestra de Ramaria spp. y H.
lacunosa su consumo no presentaria riesgo alguno, en el caso de H. elastica pese a tener
inhibidores tipo Browman que presenta cierta resistencia, podria llegar a verse una

reduccion de ellos.

En la tabla 8 se presentan los resultados de nitratos obtenidos en base seca, asi como

su respectivo analisis estadistico:

Tabla 8. Resultados obtenidos de nitratos

Muestra Nitratos (%)

H. elastica 0.50*

Ramaria spp | 0.308

H. lacunosa | 0.31B

Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadistica significativa

En la tabla 8 encontramos que no existia diferencia significativa entre las muestras de

Ramaria spp y la muestra de H. lacunosa ya que al observar la concentracién en ambas
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muestras es minimamente diferente, sin embargo al compararlas con la muestra de H.
elastica, notamos que la concentracion de nitratos es cerca del doble que en las
anteriores. Pese a esto, estas concentraciones no representan ningun riesgo a la salud ya
que la OMS indica que la ingesta diaria admisible es de 3.65 mg/ kg p.c./dia, en
consecuencia una persona con un peso corporal de 60 kg podra consumir 219 mg de
nitratos al dia, por lo que se podria llegar a consumir 44.4 g de harina de la muestra de H.
elastica, 74 g de Ramaria spp y 71.6 g de H. lacunosa al dia sin rebasar el IDA de este

toxico y por ende no se presenta ningun riesgo el consumirlos en estas concentraciones.

A continuacion se presenta la tabla 9 en la cual se presentan los resultados obtenidos en
el analisis de lectinas:

Tabla 9. Resultados obtenidos de lectinas

Lectinas
Muestra
(UHG/ mg muestra)
H. elastica 0.328
Ramaria spp 0.004
H. lacunosa 0.983

Al ser esta una prueba semicuantitativa, se realiza el andlisis de las medias obtenidas y
solo se analiza el valor absoluto. Al observar los concentraciones de las unidades de
aglutinaciéon, notamos que la muestra que presenta la mayor concentracién es H.
lacunosa, sin embargo esta concentracion no llega a representar un riesgo potencial, ya
que solo concentraciones superiores a 1 UHG/g muestra presentan un comportamiento

téxico (Gonzalez, 2001)

A continuacién se presentan los resultados de la actividad de saponinas presentes en las

fres muestras:
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Tabla 10. Resultados obtenidos de saponinas en las tres muestras de hongos

Muestra Saponinas (%)
H. elastica 0.83
Ramaria spp <0.05
H. lacunosa 0.41

En los resultados obtenidos notamos que en la muestra de Ramaria spp no se logro
encontrar la presencia de este factor toxico debido a que su concentracién se encuentra
debajo del limite de deteccidon (<0.05%), mientras que en las muestra del género Helvella
se encontraron concentraciones menores al 1%. Estas 2 muestras no representan riesgo
alguno para la salud, ya que los niveles son casi nulos, ademas la toxicidad de este tipo
de sustancias esta a discusion, debido a que en algunos paises se utilizan como aditivos
alimentarios. Un ejemplo de esto es el extracto de quilaya, el cual es un extracto que
contiene viarias saponinas del tipo triterpenoides y es utilizado en la industria alimentaria
como espumante y estabilizante, esta sustancia tiene un IDA de 5 mg/kg p.c/dia por lo
que una persona con un peso de 60 kg podria consumir 300 mg de saponinas y no
generaria algun riesgo alguno. Para lograr estas concentraciones de saponinas se
necesitaria consumir 36.14 g de harina de H. elastica 6 73.17 g de H. lacunosa para poder

representar algun riesgo a la salud.

En el caso de los alcaloides, se realiz6 una prueba semi-cuantitativa como prueba
presuntiva. En la tabla 6 observamos que las tres muestras dieron un resultado negativo,
por lo que no se detectd la presencia de este toxico en las muestras y en consecuencia no
representan riesgo. En el anexo 1 se describen con mayor extension los resultados a

cada prueba realizada a estas muestras.

Todos estos resultados presentados, fueron obtenidos a partir de las harinas de las
muestras, por lo que sus concentraciones son mucho mayores que las esperadas en la
muestra fresca, ya que en la mayoria de los hongos se reportan humedades del 88 a
90% y por ende las concentraciones tanto de nutrimentos como de estos factores toxicos

se verian muy disminuidas.

Por otro lado, se debe mencionar que el consumo de estas muestras comiunmente es en

caldos, de manera que los hongos son sometidos a temperaturas normalmente de
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ebullicion, las cuales ayudan a reducir aun mas la mayoria de estos téxicos y por ende no

se esperaria algun efecto adverso.

67



6. CONCLUSIONES

e Se aportd informacién tanto nutrimental como toxicolégica de tres muestras de
hongos, siendo una de estas H. elastica de la cual existe poca informacion debido
a su dificil recoleccion.

e En todas las muestras el componente bromatoldégico mayoritario fueron los
hidratos de carbono, seguido de las proteinas, fibra, cenizas y por ultimo los
lipidos.

e Pese a que las proteinas fueron el segundo componente mayoritario, no todo el
contenido de nitrdgeno correspondia a proteina. pese a esto en Ramaria y Helvella
elastica no se ve tan reducido, solo H. lacunosa que mostré una reduccion
significativa.

e Todas las muestras presentan una digestibilidad aceptable comparada con el
rango de alimentos de origen vegetal.

e Todas las muestras presentan un contenido calérico similar, siendo Ramaria spp.
la muestra que mas calorias aporta.

e En general las concentraciones de los factores téxicos cuantificados fueron
menores a la concentraciones que podrian representar algun riesgo a la salud,
excepto la muestra de H. elastica la cual rebaso el limite en inhibidores de tripsina,
sin embargo las preparaciones culinarias de estas muestras al someterse a altas
temperaturas por tiempos prolongados ayuda a disminuir estos toxicos.

e El posible consumo fresco de las muestras de Ramaria spp. y Helvella lacunosa
no representa riesgo alguno a la salud, no siendo el mismo caso para Helvella

elastica.
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ANEXOS

A continuacion se presentan todos los resultados de los reactivos obtenidos de la prueba

semicuantitativa de alcaloides:

Tabla 11. Resultados de pruebas presuntivas de alcaloides para H. elastica

H. elastica
Reactivo
Fraccion A Fraccion B

Mayer Negativo Negativo
Wagner Positivo Negativo
Dragendorff Positivo Negativo
Sonnenchein Negativo Negativo
Hager Negativo Negativo
Scheibler Negativo Positivo
Acido silicotungstenico Negativo Positivo

Tabla 12. Resultados de pruebas presuntivas de alcaloides para Ramaria spp

Ramaria spp
Reactivo
Fraccion A Fraccion B

Mayer Negativo Negativo
Wagner Negativo Positivo
Dragendorff Negativo Positivo
Sonnenchein Positivo Positivo
Hager Negativo Negativo
Scheibler Negativo Negativo
Acido silicotungstenico Negativo Negativo
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Tabla 13. Resultados de pruebas presuntivas de alcaloides para H. lacunosa

H. lacunosa
Reactivo

Fraccion A Fraccion B

Mayer Negativo Negativo
Wagner Negativo Negativo
Dragendorff Negativo Negativo
Sonnenchein Negativo Positivo
Hager Negativo Negativo
Scheibler Negativo Positivo

Acido silicotungstenico Negativo Positivo

Pese a que observamos en todas las tablas algunas pruebas positivas, se necesita

obtener minimo 5 pruebas de reactivos positivos para considerar la presencia de

alcaloides, sin embargo ninguna muestra mostro ese resultado, por lo que se concluyo la

ausencia de alcaloides.
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