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1. RESUMEN

La verdolaga es una hierba comestible de amplia extension en México. Se desarrolla
bien en climas calidos y templados, crece como maleza y sus semillas permanecen
latentes tras largos periodos. Se sabe que su forma de consumo tipico es tras
someterla a coccion, pero se ha popularizado la idea de consumirla en crudo con el
fin de aprovechar al maximo sus aportaciones nutrimentales. Durante el desarrollo
de este proyecto se caracterizaron dos variedades de verdolaga en dos condiciones:
cruda y sometida al tratamiento convencional de preparacién como es la coccion,
con el fin de corroborar informacion previa acerca de esta planta en crudo y aportar
mas datos en lo referente a los componentes de la planta después de someterse a
coccion. Hay estudios que sefialan a Portulaca oleracea L. como un sustrato vegetal
benéfico, pues es una importante fuente de sustancias bioactivas, antioxidantes,
proteina y nutrimentos inorganicos. Sin embargo también aporta sustancias téxicas,
principalmente oxalatos, fitatos y nitratos. Todos estos componentes de la verdolaga
sufren cambios derivados de la coccion y se propuso darles seguimiento.

El Dr. Robert Bye y colaboradores facilitaron ambas variedades mexicanas de
Portulaca oleracea; provenientes de Nepantla, Estado de México y Mixquic,
delegacion Tlahuac, Ciudad de México. El andlisis bromatoldgico determiné que la
coccion tuvo efecto significativo en el contenido de grasa cruda, la cual aumenté
tras la coccion, y las cenizas, que disminuyeron. El cambio reportado sobre los
hidratos de carbono se observd debido a las diferencias en las cenizas
principalmente. Los demas componentes analizados, fibra cruda y proteina, no
presentaron diferencias significativas entre las formas cruda y cocida. La
disponibilidad de proteina se encontr6 alta, cercana al 71% y se afectd
positivamente tras la coccion, aumentando en una unidad. El contenido de
nutrimentos inorganicos fue alto; sin embargo el efecto de la coccion sobre los
nutrimentos inorganicos no fue contundente. La exposicion, sobre todo al calor, de
las muestras tuvo resultados negativos en el contenido de Vitamina C la cual se
oxid6 casi por completo, mientras que en crudo se encontraron altas
concentraciones de acido ascorbico. Los factores toxicos evaluados, que con
anterioridad se sefialaron como altos en verdolagas, se encontraron de nuevo altos
incluso por encima de lo reportado en otros estudios. El efecto de la coccion fue
significativo para los tres factores toxicos: oxalatos, fitatos y nitratos. Oxalatos y
fitatos tuvieron una menor reduccioén en sus cantidades por efecto de la cocciéon que
los nitratos; estos disminuyeron en gran medida, debido al tratamiento térmico y a
la exposicion en medio acuoso. Pese a la coccion aplicada, las verdolagas se
mantuvieron con concentraciones importantes de toxicos, lo que las vuelve, entre
otros, malas fuentes de nutrimentos inorganicos. Sin embargo, si se consumen de
manera moderada, puede tolerarse su ingesta cocidas, a reserva de la dieta
complementaria.



2. INTRODUCCION

Desde sus inicios el hombre ha sustentado una lucha continua por satisfacer sus
necesidades primarias, dentro de las cuales destaca la alimentacion, actividad que
seguira siendo una de las principales del presente y futuro. En México, la dieta de
aproximadamente el 70% de la poblacion esta fundamentada en alimentos de origen
vegetal. Sin embargo, especies no convencionales han quedado marginadas y
ahora son subvaloradas, aunque muchas de ellas posean un gran potencial
alimenticio (1).

México es un gran centro de diversificacion vegetal. Es de los mas importantes
centros de domesticacion vegetal y es rico en climas y suelos. La produccion
agricola no tiene ninguna desventaja natural; sin embargo, la globalizacion, la
exigencia en tiempo y la disponibilidad de alimentos procesados han promovido que
el consumo de alimentos de origen natural disminuya (2).

Se sabe que la mejor fuente proteica es la de origen animal. Sin embargo no todas
las poblaciones tienen acceso a estos alimentos, por lo que buscar alternativas se
vuelve una necesidad imperante. La deficiencia en al aporte energético-proteinico
es uno de los mayores problemas del pais y requiere que se realicen acciones que
aporten alternativas a la problematica (3).

Portulaca oleracea L., o verdolaga, es un quelite sumamente versétil. De facil
cultivo, crece bajo condiciones en las que otras hortalizas no se desarrollan y sus
semillas se mantienen latentes por largos periodos en condiciones extremas (4)

Actualmente hay estudios que la sefialan como hierba medicinal, como coadyuvante
en el tratamiento de enfermedades degenerativas, crénicas o en heridas (5 y 6).

La creciente ola de consciencia que busca aumentar el consumo de alimentos de
origen natural tan poco procesados como sea posible ha impulsado a algunas
poblaciones a consumir este tipo de alimentos de origen vegetal en forma cruda,
con el fin de aprovechar al maximo sus aportaciones nutrimentales. Sin embargo no
hay que perder de vista que estos alimentos suelen ser ricos tanto en nutrimentos
como en factores téxicos, e ignorarlos sélo supone un riesgo (7).

Entonces se destaca la necesidad de caracterizar estos toxicos presentes en la
planta de forma natural. Dependiendo de la cantidad y frecuencia del consumo de
estos recursos vegetales, se puede presentar un efecto adverso a la salud de quien
los ingiera.

Referente a lo anterior, hay un trabajo previo donde se estudiaron seis variedades
de verdolagas que, si bien se encontré que son fuente de proteina y nutrimentos
inorganicos como calcio y hierro, también se corroboré la alta concentracion de
acido oxalico, acido fitico y nitratos; todos estos considerados factores toxicos, que
pueden poner en riesgo al consumidor de esta planta (8).



El trabajo que se presenta tiene la intencion de observar el efecto de la coccion en
las verdolagas, ya que puede tener un efecto benéfico por la disminucion de los
factores toxicos mencionados, asi como un efecto negativo al disminuir algin
nutrimento inestable a las condiciones del tratamiento convencional.



3. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la composicion bromatoldgica, complementarla con analisis de

digestibilidad proteinica, vitamina C y determinacion de nutrimentos inorganicos, asi

como medir el contenido de algunos factores toxicos en dos variedades de

verdolaga (Portulaca oleracea L.) en forma cruda y después de un tratamiento

convencional (coccion).

-

-

-

-

-

-

Objetivos particulares

Trabajar dos variedades de verdolaga lo mas frescas posible; dividir cada
variedad en tres partes. Someter a coccion una parte, mantener en crudo otra y
liofilizar la tercera parte; posteriormente deshidratar y moler las partes, segun
corresponda, para obtener sus respectivas harinas.

Realizar el andlisis bromatolégico a las muestras de verdolaga, segun el
diagrama de Weende por métodos aprobados por la AOAC, para evaluar los
efectos de la coccidn sobre la composicion de éstos.

Medir el contenido de algunos nutrimentos inorganicos, en particular de hierro y
calcio, tanto en las muestras crudas como cocidas; mediante espectroscopia de
emision atdbmica con plasma por acoplamiento inductivo (ICP-OES) para evaluar
el efecto de la coccion sobre los nutrimentos inorganicos.

Realizar la determinacion de digestibilidad proteinica in vitro en muestras crudas
y cocidas, mediante el método aprobado por la AOAC, para evaluar el efecto de
la coccidn sobre este valor.

Medir el contenido de vitamina C, en las muestras crudas y liofilizadas, segun el
método aprobado por la AOAC para evaluar los efectos de la coccién sobre su
concentracion.

Medir el contenido de &cido oxalico en muestras crudas y cocidas, mediante el
método aprobado por la AOAC, con el fin de evaluar los efectos de la coccion
sobre este factor toxico.

Medir el contenido de acido fitico en muestras crudas y cocidas, mediante un
método validado, para evaluar los efectos de la coccion sobre este factor toxico.

Medir el contenido de nitratos en muestras crudas y cocidas, mediante un método

4



validado, para evaluar los efectos de la coccién sobre este factor toxico.
%% Comparar los resultados de los andlisis de ambas condiciones con el fin de
definir, de acuerdo con el balance de riesgo-beneficio, cual alternativa de

consumo de la verdolaga es mas segura para un adulto promedio.



4. GENERALIDADES
4.1. Alimento

Desde sus inicios, la principal preocupacion de los organismos vivos, sin limitarnos
a los humanos, ha sido la alimentacion, encontrar alguna materia de la cual pudieran
obtener aquello que les sea necesario para realizar sus funciones naturales; algo
que les aporte las sustancias que necesita su organismo, lo que les dé nutrimentos,
en resumen, un alimento.

Un alimento es una mezcla compleja de componentes, que es susceptible de ser
ingerido y digerido. Cuyos atributos lo hacen apto y agradable al consumo. Se
constituye de una mezcla de nutrimentos, que cumplen determinadas funciones en
el organismo, componentes sensoriales y otros (9).

Este almacén dinamico de nutrimentos puede ser de origen animal o vegetal, natural
o sintético. Dicho aporte nutricio es necesario para los procesos metabolicos y
fisioloégicos de los seres vivos, como el crecimiento, reparacion y desarrollo de
nuevos tejidos, conduccién de impulsos nerviosos y regulacién de procesos varios;
ya que aportara componentes 0 metabolitos precursores de componentes
necesarios, asi como la energia para que los procesos se lleven a cabo.

Retomando el concepto de nutrimentos, estas son sustancias que aportan algo de
utilidad al organismo que los consume, ya sea energia, componentes celulares o
precursores de componentes, cofactores, etc. De manera muy general, se
distinguen dos categorias principales: los macro y los micro nutrimentos. Las
proteinas, grasas e hidratos de carbono conforman los macronutrimentos, debido a
que son de éstos de los que se compone mayormente la dieta de organismos
superiores; y tras su metabolismo aportan importantes cantidades energéticas; las
proteinas e hidratos de carbono aportan 4 kcal/g y las grasas aportan 9 kcal/g (10).

Los nutrimentos inorganicos y vitaminas son considerados micronutrimentos,
debido a que el organismo humano requiere pocas cantidades de estos, y su utilidad
es, por ejemplo, como cofactores necesarios en al metabolismo; asi mismo, algunas
vitaminas pueden funcionar como antioxidantes de origen natural y reguladores de
procesos fisiologicos (11).

La alimentacién es la actividad por la cual el alimento es proporcionado al
organismo. Es un proceso voluntario y generalmente consciente. Se fundamenta en
la seleccién del alimento, preparacion e ingestion; y depende de la disponibilidad
tanto econdmica como material del alimento, de factores psicosociales como la
educacion, las costumbres, gustos personales, etc. (10). La alimentacion no sélo
sirve para satisfacer una necesidad fisioldgica y psiquica, también cumple su papel
social y cultural, atribuyéndole rituales de socializacion y sensaciones placenteras
(12).



4.2. Quelites

Quelite proviene del término quilitl, término prehispanico con el cual se hacia
referencia a una planta tierna comestible.

En la época prehispanica, el consumo de quelites estaba extendido, principalmente
porque se sabia de sus aportaciones a la dieta, tanto nutrimental como
sensorialmente. Pero la llegada de los espafioles fue tan influyente que propici6 la
aculturacion y satanizacion de las costumbres, ademas de la insercién de otras
plantas ya domesticadas por ellos, o que derivd en que el consumo de estas
importantes plantas, los quelites, fue disminuyendo hasta la actualidad (13).

Segun Sahagun, los quelites formaban parte de la dieta cotidiana prehispanica, se
producian en agroecosistemas, se consumian crudos o cocidos y en una etapa
tierna de desarrollo, buscando exaltar sus caracteristicas sensoriales (14).

Actualmente, los quelites son un componente marginal de la dieta mexicana, debido,
principalmente, a que el conocimiento acerca de los beneficios de estas plantas,
como su importante aporte nutricional y como coadyuvante en el tratamiento de
ciertos trastornos son desconocidos (15 y 16).

Asi mismo, el consumo de quelites se justifica en el aporte que dan sus
componentes, asi como por la facilidad con la que se cultivan. Los quelites estan
compuestos de forma no distinta a otros alimentos de origen vegetal: su contenido
de agua es superior al 75% y los solidos restantes estan conformados por hidratos
de carbono, proteina, fibra y una pequefa proporcién de lipidos, nutrimentos
inorganicos y vitaminas. Hay estudios que sefialan que parte de la pequefa fraccidon
lipidica de los quelites esta conformada por polifenoles, acidos grasos insaturados
y flavonoides (17). En la actualidad se sabe que la fibra funciona como coadyuvante
para el control de obesidad y trastornos gastrointestinales, y que los lipidos
anteriormente mencionados y algunas vitaminas funcionan como antioxidantes. En
adicién, si consideramos los problemas de desnutricion que sufre México, los
guelites también aportan importantes cantidades de proteinas (15 y 16).

Pese a todos estos beneficios, una de las principales causas del decremento en el
consumo de estos recursos alimenticios vegetales es la amplia desinformacién
acerca de su composicion, la discriminacién también tiene un papel muy importante
en dicho decremento. Tras la conquista, los pobladores que eran observados
alimentandose de yerbas eran discriminados y tachados de bestias. Asi mismo, la
actitud derogatoria se vio extendida hasta las personas que cultivaban dichos
alimentos. Considerando todo lo anterior, se hace expresa la necesidad de rescatar
a los quelites que han quedado en el olvido (15-17).



4.3. Portulaca oleracea L.

La verdolaga (Portulaca oleracea L.) es una planta comestible que se distribuye en
zonas templadas y tropicales. Su origen es incierto, pero se reporta desde hace
4000 afios y ya era comun en el antiguo Imperio Romano. Actualmente puede
encontrarse en Europa, Africa, Australia, Asia y principalmente América, se
considera que México es su centro de diversidad. Pertenece a la familia
Portulacaceae, que es una pequefia familia con 21 géneros y 580 especies (4).

Es una planta anual, herbacea, suculenta, rastrera, carnosa, erecta o decumbente
de hasta 30 cm de alto. Sus tallos son cilindricos, de 2 a 3 mm de diametro, verdes
0 rojizos, suaves, glabros, ramificados radialmente. Hojas planas, alternas, de forma
ovalada o espatuladas, apice redondeado o trunco y base cuneada; de 0.5 a 3 cm
de largo y 0.2 a 1.5 cm de ancho; verdes o verde-rojizas. La floracion inicia de
mediados de mayo a septiembre, produciendo flores sésiles, solitarias o agrupadas
de hasta 5 por tallo, de 5 pétalos que normalmente abren en dias calurosos y
soleados; su color es normalmente amarillo, pero pueden encontrarse naranja,
morado o rosa tenue. Sus frutos son capsulas redondas u ovaladas de 4 a 8 mm de
largo; abren por la mitad para liberar las semillas, que son negras de hasta 1 mm
de ancho, circulares u ovaladas, de color negro o café (4).

Debido a la variedad de colores en sus flores, algunas especies de Portulaca se
mantienen como plantas ornamentales. Son hermafroditas y sésiles, pero tiene baja
produccion de néctar, lo cual merma la polinizacion por insectos. Es probablemente
debido a esto que la planta evolucion6 y se reproduce por auto fertilizacion; las
semillas forman una capsula con tapa que sélo abre en condiciones Optimas. Esto
se manifiesta en la longevidad y resistencia de las semillas, hasta 19 afios en seco
y 40 afos enterradas en suelo no éptimo, aun manteniendo su capacidad de
germinacion (18).

Es una planta cosmopolita de alta competitividad que prospera en ambientes
abiertos y perturbados por actividad humana. Tiene un ciclo de vida corto, si la
planta se encuentra en zonas donde se alcancen 25 °C en etapas tempranas del
afo, hay mas posibilidades de que la plantula alcance la madurez reproductiva, lo
que vuelve Optimos los ambientes templados y tropicales para su desarrollo.
Ademas, al ser rastrera, es una opcién para la recuperacion de suelos, pues
disminuye la erosion y aporta nutrimentos al suelo tras su ciclo biolégico. Su alta
competitividad se fundamenta en aspectos ya mencionados: su habito de
crecimiento decumbente multidireccional, latencia prolongada, auto fertilizacién y
ciclo bioldgico corto; y vuelve a esta planta una preocupacién para agricultores no
interesados en su cultivo, pues es especialmente invasora de cultivos de hortalizas
(13).



Por otra parte, se ha encontrado que la verdolaga es una de las fuentes vegetales
de acido linolénico, con aproximadamente 1%, este compuesto es Util en la
prevencion, control y tratamiento de enfermedades cardiovasculares. También es
una importante fuente de &cido ascorbico y otros antioxidantes. Hay evidencia de
su efectividad en el tratamiento de cefaleas, quemaduras, enfermedades
gastrointestinales, hepatopatias, relajante muscular, antinflamatorio, diurético.
Actualmente se investiga el efecto hipoglicémico del polisacéarido de la verdolaga (5,
19y 20).

La produccion nacional se centra en tres entidades principales: Baja California
Norte, Morelos y Ciudad de México, de aqui las regiones Xochimilco-San Gregorio-
Mixquic. Debido a que la poblacion estd mas informada acerca de los beneficios de
la verdolaga, la demanda de este recurso ha incrementado en los recientes afos.
En respuesta a esta demanda, los productores han optado por distintos manejos,
por siembra directa o almacigo, en invernadero o al aire libre. Por su adaptabilidad,
el rendimiento es alto. Incluso se puede encontrar a orillas de caminos, rios y
canales de riego, sin necesidad expresa de sembrarla. En la mayoria de los casos,
la verdolaga cultivada tiende a ser mas grande y tupida que cuando crece de
manera silvestre (13).

Para la mayor parte de los consumidores, la verdolaga se ingiere después de ser
sometida a un tratamiento térmico de coccidén. Aunque se presentan sectores de la
poblacién que la consumen cruda o, incluso, al consumirla cocida, también
consumen el agua de coccion. Hay estudios previos que la caracterizaron
bromatolégicamente y determinaron la toxicologia basica de algunas variedades de
verdolaga cruda. Como resultado se obtuvo, ademas de la caracterizacién, que la
verdolaga tiene valores importantes en ciertos factores toxicos: nitratos (5.5- 8.7 %),
acido fitico (7.9-9.4 %) y acido oxalico (7.8-8.8 %) (8). Sin embargo, como ya se
menciono, este estudio se llevd a cabo en el recurso vegetal crudo. Entonces se
hace obvio el interés en conocer si el tratamiento térmico tiene efecto sobre estos
valores ya conocidos.

4.4. Composicién bromatolégica

4.4.1. Analisis bromatolégico
El andlisis proximal o analisis bromatoldgico, en este caso, se basa en el esquema
de Weende, ya que en este tienen su fundamento legal las descripciones de
alimentos mundialmente. El esquema de Weende comprende las siguientes
determinaciones: humedad, proteina cruda, grasa cruda, fibra cruda, cenizas e
hidratos de carbono (21).



4.4.1.1. Agua

El contenido de agua tiene efecto directo en la estabilidad de los alimentos. Al ser
un medio de reaccion, la presencia de humedad facilita las reacciones quimicas de
deterioro, ya sea endogenas del alimento o exdgenas, promovidas por
microorganismos externos u otros contaminantes. También, si el contenido de agua
disminuye en un alimento, se concentran los sélidos presentes en este (proteinas,
sales, polisacaridos, grasas, etc.) y las nuevas interacciones de dichos sdlidos
afectan directamente a la textura del alimento.

Considerando lo anterior, no es de extraflar que uno de los tratamientos de
conservacion mas efectivo sea la deshidratacion de los alimentos. Un alimento
deshidratado intencionadamente se considera “seco” y no debe rebasar el 15% de
humedad para ser considerado tal. De manera contraria, la humedad presente seria
suficiente para permitir reacciones indeseadas.

En alimentos frescos como la carne y vegetales el contenido de agua va desde 60%
hasta 75% o, incluso, 90% en frutas; conforme la presencia de solutos se
incrementa, de manera natural o por procesamiento, se encuentran valores
evidentemente menores, como 20% tipico de la miel, o el apenas 4% de alimentos
en polvo, como la leche (22 y 23).

4.4.1.2. Grasa
En alimentos y en el organismo humano en general se encuentran tres tipos de
lipidos: triglicéridos, fosfolipidos y esteroles. Pese a que estos tres tipos tienen
claras similitudes, podemos distinguir algunas diferencias importantes. Los
triglicéridos son tres cadenas de acidos grasos unidos a un glicerol; los fosfolipidos
sustituyen al &cido graso del tercer carbono por una cadena fosfatada
(proporcionandole caracter anfifilico) y los esteroles son anillos de carbono.

Las funciones de las grasas en el organismo son variadas y complejas. Almacenan
energia en el tejido adiposo, la cual pueden proveer después si las reservas
inmediatas se agotan. Son componentes 0 precursores de sustancias
biologicamente activas como hormonas o membranas celulares. Pueden actuar
como transporte para vitaminas liposolubles. Asi mismo se involucran en el proceso
sinaptico, entre otras funciones.

La mayoria de los alimentos humanos tiene como componente graso a los
triglicéridos, y esta es la forma en que mas se almacenan los lipidos en el organismo
humano. Algunos de los acidos grasos componentes de los triglicéridos pueden ser
usados para sintesis de sustancias necesarias para el buen funcionamiento del
organismo. Los fosfolipidos son componentes esenciales en las membranas
celulares, por su caracter anfifilico ayudan a regular el intercambio de metabolitos,
ademas le aportan soporte y fluidez, segun la célula lo requiera. Los esteroles son
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los precursores de sustancias indispensables, como el colesterol y algunas
hormonas sexuales, adrenales, asi como vitamina D.

A los alimentos le confieren caracteristicas sensoriales, como textura, sabor y
olores; asi mismo son importantes promotores del deterioro (22 y 24).

4.4.1.3. Fibra cruda
La fibra es un conjunto de polisacéridos, oligosacaridos, lignina y otros componentes
de origen vegetal, que son resistentes a la hidrdlisis provocada por los procesos
digestivos humanos. En los alimentos, la fibra se conforma por la celulosa,
hemicelulosa, gomas, peptinas y mucilagos, principalmente. De estos, la celulosa
es el componente mas ubicuo, al ser un polisacarido estructural de tejidos vegetales
y lo que lo vuelve tan resistente a la hidrdlisis es su enlace B-glucosidico.

En diversos estudios se han demostrado los efectos benéficos de la fibra para el
organismo humano. Al masticarse e iniciar el proceso de digestion, la fibra forma
capas o complejos de alta viscosidad y resistencia, lo cual alarga el periodo que el
alimento ingerido al mismo tiempo que la fibra se somete al proceso digestivo,
aumentando su eficiencia. Con el mismo fundamento, al prolongar la estadia del
bolo alimenticio en el estbmago, se promueve la sensacion de saciedad temprana.
Es esta misma viscosidad y retencion de agua la que promueve mejor movilidad
dentro del intestino y aumenta la masa fecal, ayudando en afecciones
gastrointestinales.

También se han observado resultados positivos al estudiar los efectos de la fibra en
enfermedades cardiovasculares y diabetes.

Aunque no todo es beneficio en la fibra. Se ha observado que componentes
intrinsecos de la fibra se ven directa o indirectamente involucrados en el secuestro
de nutrimentos inorganicos, la ingesta excesiva de fibra puede provocar obstruccién
intestinal y fermentacion microbiana, la Unica forma en la que el organismo humano
puede aprovechar activamente a la fibra, produce volumenes importantes de gases
y malestar. Pero es precisamente esta fermentacion microbiana la que libera
algunos de los nutrimentos inorganicos secuestrados (25).

4.4.1.4. Cenizas
Las cenizas son el remanente de cualquier material después de incinerarse. En este
proceso se elimina el agua presente y toda la materia de origen organico,
permaneciendo solo metales, sales y trazas de otros componentes inorganicos.

En alimentos, las cenizas se consideran exponentes de los nutrimentos inorganicos
presentes, generalmente calcio, magnesio, potasio, sodio; en menor cantidad
aluminio, hierro, cobre, zinc; incluso arsénico (21).
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4.4.1.5. Proteinas

Las proteinas desempefian funciones bioldgicas indispensables como la
produccion, reparacion y mantenimiento de tejidos, sintesis de enzimas y hormonas,
se involucran en el balance de fluidos y equilibrio &cido-base, son importantes
componentes del sistema inmune (anticuerpos); incluso, bajo condiciones
especificas de carencia, pueden transformarse en energia. También son asistentes
en el transporte y almacenamiento de nutrimentos (como en el caso de las
lipoproteinas y la ferritina).

Conociendo algunas de las funciones mas importantes de las proteinas, se justifica
la necesidad de introducirlas en la dieta.

Los componentes basicos de las proteinas son los aminoacidos. Un aminoacido
estd compuesto por un carbono central, unido a un grupo amino, un carboxilo,
hidrogeno y una cadena lateral que es la que le da identidad al aminoacido. Se
considera que en el metabolismo humano se ven involucrados 20 aminoacidos, de
los cuales 10 pueden ser sintetizados por el organismo y 10 no, los que no pueden
ser sintetizados por el organismo son llamados indispensables y es imperante
consumirlos en la dieta.

Sin embargo, en los alimentos no suelen encontrarse aminoacidos en solitario; estos
vienen unidos de a pocos por enlaces peptidicos, a este conjunto de amino&cidos
se le denomina péptido. Cadenas peptidicas entrelazadas y torcidas sobre si
mismas forman las proteinas, y es asi como las hallamos en los alimentos.

Tras su ingesta, las proteinas son metabolizadas durante la digestion y
fraccionadas, los metabolitos resultantes son los que ingresan a otros procesos
metabdlicos para que el organismo los utilice como sea conveniente. Entonces, la
calidad proteinica de los alimentos depende mucho de los aminoacidos que le
conformen, debido a que la sintesis de componentes de origen proteico, ya dentro
del organismo, se ve limitada por el material que ingresa y del cual se dispone para
metabolizar. Aunque se sabe que la sintesis de componentes metabdlicos esta
regulada por la genética del organismo, en individuos sanos la mayor limitante sera
la calidad proteinica de su alimentacion.

Entonces, no basta con cuidar la alta ingesta de proteinas, sino también el adecuado
y variado aporte de aminoacidos. Los alimentos de origen animal tienden a
componerse de los aminoacidos indispensables de tal forma que hacen ver a los
productos vegetales pobres en estos (22 y 24).

4.4.1.6. Hidratos de carbono
Los hidratos de carbono, también denominados sacaridos, son la fuente energética
mas abundante en una dieta humana sana; y son la fuente preferida para células
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nerviosas y cerebrales. Son moléculas conformadas por carbono, hidrogeno y
oxigeno unicamente. A grandes rasgos se pueden distinguir tres clasificaciones:

e Monosacaridos como la fructosa, glucosa, ribosa, etc. Estos son los hidratos
de carbono predominantes en productos vegetales. Se distinguen entre ellos
por sus distintas distribuciones en el espacio en su forma ciclica. Aportan,
ademas de la evidente energia, caracteristicas sensoriales. La glucosa es el
hidrato de carbono prioritario, todos los hidratos de carbono ingeridos que
puedan ser metabolizados se convertiran en glucosa si su funcién es aportar
energia inmediata.

e Oligosacéaridos: disacaridos como lactosa y sucrosa, también aportan dulzor.
Son oligosacaridos si se presentan de 3 a 10 monosacéaridos.

e Polisacaridos: mas de 10 monosacaridos. Celulosa (componente comun de
sostén vegetal), glucégeno (forma en la que los hidratos de carbono se
almacenan en el organismo humano), almidon, etc.

La capacidad de metabolizar los hidratos de carbono depende del tipo de enlace
con el que estén unidos sus monosacaridos. Los enlaces a-glucosidicos son
sencillos de disociar por el metabolismo, sin embargo, los B-glucosidicos son
dificiles o incluso imposibles de digerir; de ahi la aplicacion de los oligo y
polisacaridos como fibra dietética. La glucosa y monosacaridos de la ingesta se
transportan al higado donde se interconvierten, a glucosa y se trasladan a tejidos y
células, o en glucdgeno si van a almacenarse (22, 24 y 25).

4.4.2. Complementacién bromatoldgica

Ademas de la informacion del analisis bromatologico, se realizaron algunas
determinaciones mas: digestibilidad proteinica in vitro, determinacién de vitamina C
y cuantificacion de algunos nutrimentos inorganicos (Ca, Fe, Zn y Cu), para ampliar
la informacién de las muestras y condiciones analizadas.

4.4.2.1. Digestibilidad proteinica in vitro

La digestion es un conjunto de reacciones quimicas que, en términos muy simples,
descompone a los alimentos para propiciar que el organismo se quede Yy utilice los
componentes que necesita. Pero es un proceso metabodlico y, como tal, esta
controlado por el sistema nervioso autbnomo; lo que implica que no se tiene control
consciente sobre él. Esto se refleja en que la digestion no tiene un rendimiento
perfecto; no todos los componentes de nuestros alimentos lograran descomponerse
en sus formas utiles para el organismo.
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Las proteinas son uno de los mas criticos ejemplos. No todas las proteinas estan
disponibles tras su correspondiente digestién y su absorcion, consecuentemente,
no sera completa. Se han hecho estudios y ahora se sabe que la proteina de origen
animal suele tener mayor rendimiento, en cuanto a digestiéon y absorcion se refiere,
que las de origen vegetal. Mas aun, ya que los alimentos de origen vegetal suelen
ser ricos en factores toxicos que tienden a interferir con la asimilacion de
nutrimentos.

La digestibilidad proteinica in vitro se refiere a un proceso digestivo, cuyo
rendimiento es monitoreado al final del proceso, que se lleva a cabo no en un
organismo vivo, sino en un entorno con condiciones especificas y controladas. Esta
determinacién da informacién acerca de cuanta de la proteina presente en la
muestra analizada es aprovechada en un proceso digestivo similar al humano, con
la ventaja de no ser necesario un ensayo biolégico (24, 26 y 27).

Es una digestion artificial de la muestra en un medio multienzimético, emulando un
medio muy similar a la digestion humana. Dicha digestion, somete a la muestra a
protedlisis, liberando iones [H*] por la ruptura del enlace peptidico, lo cual modifica
el pH. Tras obtener el valor correspondiente a una muestra de referencia (Caseina),
se realiza la determinacion en la muestra y por determinacion del pH con una
precision de centésimas se obtiene el resultado. Se asume la correlacion entre la
disminucién de pH con el aumento de digestibilidad de la proteina (26 y 37).

4.4.2.2. Vitamina C
El acido ascorbico, o Vitamina C, es una vitamina hidrosoluble comunmente
encontrada en alimentos de origen vegetal (con mayor presencia en alimentos
acidos), en alimentos de origen animal su presencia es minima o nula. Y tiene
multiples funciones, entre las que destacan:

e Interviene en la sintesis de colageno, ADN, sales biliares, serotonina y
carnitina.

e Es antioxidante (protege de dafio oxidativo a células y metabolitos; ayuda a
regenerar otras vitaminas, como la vitamina E, y enfermedades
cardiovasculares)

e Promueve la absorcién de hierro.

Al ser hidrosoluble, cualquier exceso es excretado por la orina; asi que
practicamente no hay riesgo de hipervitaminosis.

Tiene resistencia cuando se encuentra en medios acidos, por lo cual su presencia
en alimentos de bajos pH es mayor. Sin embargo, se trata de una molécula muy
inestable: pH neutro o alcalino, presencia de oxigeno, exposicion a la luz y al calor
pueden oxidar al acido ascoérbico. De la oxidacion de este compuesto resulta el
acido dehidroascorbico y este ya no posee propiedades antioxidantes, como se
puede observar en la figura 1. Aunque el acido dehidroascorbico puede ser reducido

14



de nuevo con intervencion del glutation, esta no es una reaccion que se dé en una
matriz alimentaria. Particularmente, las pérdidas de acido ascorbico por
tratamientos térmicos, como la coccién, se consideran hasta del 100% (22-24).

OH OH
0 0
0 ae—o o
HO .7__, HO
HO O‘H 2e + 2H O 0
Acido ascorbico Acido dehidroascarbico

Figura 1. Estructura del &cido L-ascorbico (vitamina C) y reaccion
de oxidacién de la que resulta el acido dehidroascérbico.

4.4.2.3. Calcio
Representa el 2% del peso corporal, el calcio es el nutrimento inorganico mas
abundante en el cuerpo humano. Las mayores fuentes alimenticias de calcio para
el ser humano son los productos lacteos y las plantas de hoja verde; y se absorbe
mayormente en el duodeno.

Practicamente todo el calcio se encuentra en los tejidos de sostén del organismo,
en forma de cristales, dandole forma y elasticidad caracteristica a huesos, cartilago
y dientes. Solo el 1%, aproximadamente, del calcio se encuentra en tejido suave,
sangre, lumen, etc. Pero ese calcio tiene funciones bioquimicas vy fisioldgicas tan
importantes que, si su concentracion se ve mermada por cualquier circunstancia, el
calcio de osteocitos migrara hasta donde sea requerido.

Entre sus funciones se encuentran:
e Ayuda al balance acido-base.
e Estimula la excrecién de neurotransmisores.
e Asiste en la contraccion muscular.
e Regula excrecion y funcion hormonales y enzimaticas.

Hay factores naturales presentes en los alimentos que pueden afectar la absorcién
de calcio. La presencia de otros metales como hierro, zinc, magnesio, ademas de
fésforo, puede interferir con la absorcion de todos los nutrimentos inorganicos de la
ingesta. Otros factores presentes en la dieta, sobre todo en los vegetales de hoja
verde son los fitatos y oxalatos, que merman su absorcion en el intestino (24).

4.4.2.4. Hierro
El hierro es un nutrimento inorganico traza del organismo. Sin embargo, pese a la
baja cantidad requerida por el organismo, el hierro es el nutrimento que presenta
los mayores indices de deficiencia a nivel mundial.
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El hierro es necesario para el organismo ya que tiene funciones importantes, como:
compone proteinas acarreadoras de oxigeno, hemoglobina y mioglobina; se
involucra en el intercambio de electrones en citocromos y enzimas antioxidantes,
contrarrestando la actividad de radicales libres; es cofactor de enzimas involucradas
en el metabolismo de aminoacidos y lipidos; entre otras.

Hay dos estados en los que se puede presentar el hierro en los alimentos: la forma
hemo y la forma no hemo.

La forma hemo se encuentra en alimentos de origen animal. Se trata del ion ferroso
(Fe?*), asociado a la hemoglobina y mioglobina; tiene absorcién preferente.

La forma no hemo se encuentra en alimentos de origen tanto vegetal principalmente,
como animal. Este estado (Fe®') tiende a formar compuestos insolubles con
sustancias naturales de la matriz alimentaria como fitatos, polifenoles, oxalatos,
fosfatos, fibra y calcio, lo que lo vuelve indigerible. Este estado, al ser ingerido,
puede reducirse por accion de acidos digestivos, pepsina o incluso vitamina C, a su
forma ferrosa.

Pequefias cantidades de hierro se almacenan en dos posibles formas: ferritina y
hemosiderina, y estas proteinas pueden transportarse hasta donde el hierro sea
requerido antes de liberarlo (24).

4.4.2.5. Zinc
El zinc es nutrimento inorganico traza del organismo. Sus principales fuentes son
las leguminosas y la carne roja. Tiene funciones enzimaticas, estructurales y
reguladoras.

Como parte de sus funciones enzimaticas se puede destacar su actividad como
cofactor en el metabolismo del alcohol, digestion, osteogénesis y glucdlisis.
Estructuralmente, ayuda a mantener la integridad a cientos de proteinas, incluida la
hemoglobina; asi mismo forma parte de los “dedos de zinc”, estructuras proteicas
que se involucran en la expresion y regulacidon genética, estabiliza a la vitamina A
en la retina, regula la formacién de receptores para vitamina D y hormona tiroidea,
ademas activa algunas células del sistema inmune.

Al igual que los otros nutrimentos inorganicos mencionados anteriormente, el zinc
suele acompafarse de otros factores dentro de su matriz alimentaria que
disminuyen su absorcion: hierro no hemo, calcio, fitatos y fibra son los mas
importantes (24).

4.4.2.6. Cobre
El cobre es un nutrimento inorganico ampliamente distribuido en los alimentos.
Aunado a esto, las cantidades requeridas por el organismo son trazas, por lo que
su deficiencia es rara. Una de sus funciones mas ampliamente conocida es
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formando parte de la ferroxidasa I. Sin embargo, el cobre también es importante
cofactor de rutas metabdlicas de producciéon energética, produccion de tejidos
conectivos (como coldgeno y elastina), forma parte de la enzima superéxido-
dismutasa y regula neurotransmisores, especialmente la serotonina.

Dietas altas en zinc (naturalmente o por suplementos) y de hierro en cualquier
forma, son los principales antagonistas en la absorcion del cobre (24).

4.5. Factores toxicos

Un alimento se caracteriza por ser una matriz compleja de componentes que
pueden ser ingeridos y que son susceptibles a digestion, tras la cual aportaran
nutrimentos, principalmente. Sin embargo un alimento también puede contener
sustancias que no so6lo no sean aprovechables por el organismo humano, sino que
ademas perjudiguen al individuo. Estas sustancias se conocen como factores
toxicos.

Si el factor téxico tiene un alto grado de toxicidad y posee la capacidad de producir
una anormalidad fisiol6gica o anatomica se reconoce como agente tdxico; causa
dafio a corto, mediano o largo plazo sin posibilidad de suplementarse y sélo pueden
atenuarse con el antidoto especifico (7).

Por otro lado, si el factor toxico puede interferir el metabolismo de algun nutrimento,
afecta la biodisponibilidad, absorcién, etc., se denomina agente antinutrimental y es
posible atenuar sus efectos mediante la suplementacién alimenticia del nutrimento
en cuestion.

Los factores toxicos pueden ser causados por alguna alteracion en el alimento, pero
generalmente se encuentran de manera natural en él, como parte de su propio
metabolismo. En el caso de las plantas, estas producen sustancias toxicas para los
humanos que les sirve como mecanismos de defensa contra sus depredadores o
como mecanismo de conservacion (7).

4.5.1. Agentes antinutrimentales
45.1.1. Oxalatos

Los oxalatos son componentes comunes en las plantas de hoja verde. Pueden
encontrarse en forma de acido libre, sales solubles de potasio, sodio y magnesio, y
sales insolubles de hierro y calcio. En las plantas regulan el balance de iones, son
factores estructurales y dan propiedades de defensa (28).
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Las plantas cultivadas en condiciones de altas temperaturas y exposicion a luz,
condiciones propias de cultivos de primavera-verano, tienen mayor concentracion
de oxalatos que aquellas plantas cultivadas bajo condiciones de obscuridad y menor
temperatura. La presencia de oxalatos se concentra en hojas y semillas,
principalmente, dejando bajas cantidades en tallos. Asi mismo, debido a que es un
compuesto que se acumula en dichos tejidos, la concentracion de oxalatos en
plantas aumenta con su edad (29).

DE 0  Los oxalatos son considerados un factor antinutrimental

debido a su capacidad secuestradora para calcio

principalmente, por la carga negativa de este compuesto que

@ se representa segun la figura 2. Disminuyen la concentracion

‘:? O plasmatica de calcio directamente y merma la

Figura 2. Estructura biodisponibilidad de éste. Las sales solubles y el &cido libre se

del oxalato. excretan por la orina; sin embargo, forma sales insolubles con

calcio que tienden a precipitarse en canales del tracto urinario, promoviendo la
formacion de calculos renales y otras glomerulopatias (30).

Los efectos adversos de los oxalatos deben considerarse segun la relacion
oxalato/calcio. En miliequivalentes, un alimento con valor de 1 0 mayor tiene severos
efectos sobre la concentracion de calcio. Con coeficientes menores de 1, los
oxalatos presentes no suponen un riesgo para la biodisponibilidad de calcio (31).

45.1.2. Fitatos

Los fitatos son sales de potasio, magnesio y calcio que se encuentra en alimentos
de origen vegetal y animal, y tiende a acumularse en las semillas de plantas. El fitato
es reconocido como la forma de almacenamiento principal de fosforo, inositol y de
algunos cationes en plantas, asi como secuestradores de cationes libres, actuando
como antioxidantes (32).

Aungue los animales rumiantes, como los bovinos y caprinos, tienen enzimas
especificas para biotransformar estos compuestos, otros mamiferos superiores
carecen de estas enzimas (32).

Tienen mayor presencia en leguminosas, cereales y semillas en general, aunque
también se encuentran en plantas de hoja verde; y aumentan su concentracion
conforme la planta madura (33).

El &cido fitico es considerado un agente antinutrimental, principalmente por su
capacidad para secuestrar cationes y proteinas. Su actividad es pH dependiente y
presenta su mayor actividad dentro de los rangos de pH de digestién; actian como
secuestradores altamente negativos, por lo cual causan un gran impacto en la
biodisponibilidad de cationes di y trivalentes: Cu, Zn, Fe, Ca, Mg y Mn, como se
representa en la figura 3. Los complejos que forma con Zn y Ca son especialmente
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insolubles y son la causa de decremento en la biodisponibilidad de estos
nutrimentos inorganicos y de su solidificacion en tejidos provocando nefropatias
(32).

Ca2+
i i
OH OH
P P9
HO™ "o o OHIl _OH
ﬁ o/p\OH
HO\
HO-
il
HO
\ﬁ/ 5 CTH
OH
o) \ﬁ/
Q. .. O . 0
Acido fitico Complejo fitato-metal

Figura 3. Estructuras del 4cido fitico y un ejemplo de la capacidad
secuestradora de cationes.

Al mismo tiempo, se han observado efectos hipolipidémicos e hipoglucémicos
relacionados al &cido fitico. Estos efectos se deben en parte a la capacidad
inhibitoria de amilasas, o que merma la digestiébn y metabolismo de hidratos de
carbono y disminuye las concentraciones de glucosa e insulina en torrente
sanguineo, derivando en la menor produccién hepatica de lipidos. Ademas se ha
demostrado en estudios in vivo la disminucion directa de colesterol y triglicéridos
plasméticos al introducir a la dieta acido fitico (34).

Hoy en dia, se considera que los fitatos tienen funciones de efectos ambiguos, con
posibles aplicaciones para los humanos, como su capacidad para unirse a proteinas
y lipidos de manera no especifica e irreversible; lo que modifica estas moléculas
disminuyendo su biodisponibilidad, como ocurre con los metales. Pero estos efectos
también se observan en proteinas caracteristicas de enfermedades
neurodegenerativas, como Alzheimer y Parkinson. Tratamientos como el remojo, la
germinacion y fermentacion han demostrado disminuir el contenido de fitatos en
fuentes alimenticias humanas (6).

4.5.2. Agente toxico
45.2.1. Nitratos

Las principales fuentes de nitratos son los alimentos de origen vegetal y la carne
curada. El metabolismo de sintesis proteica de las plantas utiliza el nitrogeno
disponible de los nitratos que obtienen del suelo y agua. El contenido de nitratos en
planta se ve influenciado por el uso de fertilizantes y condiciones de crecimiento,
especialmente la temperatura del suelo y la exposicién a la luz; asi como por
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factores inherentes a la planta como variedad, especie y estado de maduracion. Los
nitratos se concentran en las hojas y tallos (37).

El efecto toxico de los nitratos no es tan amplio, destacando la promocion de
vasodilatacion y la inhibiciéon de la vitamina A; como la de los nitritos que son el
metabolito de la biotransformacion de los nitratos. El nitrato ingerido se trasporta
rapidamente a través de los tejidos, aunque una pequefia fraccién es reducida a
nitritos por las bacterias bucales; durante su trayecto por el tracto gastrointestinal
los nitratos sufren también de reduccion, tanto por accion bacteriana como por
accion de enzimas (nitrato reductasa). La conversion de nitratos a nitritos en el
organismo humano es del 70-80% (35).

Los nitritos en sangre se involucran en la oxidacion de la hemoglobina perturbando
su capacidad acarreadora de oxigeno. Asi mismo, los nitritos han mostrado efectos
procarcinogénicos al reaccionar con compuestos nitroestables, como las aminas
secundarias, y generar nitrosaminas, compuestos carcinogénicos. El estdmago
retne las condiciones ideales para esta conversion (36).

La mayor parte del nitrato eventualmente se excreta por via urinaria. Se reporta que,
en los dltimos afos la concentracién de nitratos en plantas ha aumentado por el
incremento en el uso de fertilizantes artificiales nitrogenados. El lavado de las
plantas reduce el contenido de nitratos 10-15% (37).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Obtencién y preparacion de material biolégico

Las muestras fueron proporcionadas por el Dr. Robert Arthur Bye Boettler y sus
colaboradores, investigadores del Instituto de Biologia de la UNAM. Se
proporcionaron dos variedades, provenientes de: Nepantla, Estado de México; y
Mixquic, delegacion Tlahuac, Ciudad de México.

Cada una de las variedades fue separada en dos partes iguales y una fracciéon
considerablemente menor. Una de las partes iguales se sometié a coccién y la otra
se mantuvo “cruda” para poder realizar los posteriores analisis; la fraccion menor se
liofilizé inmediatamente y se reservd. La coccion del material se llevdo a cabo
considerando un volumen de 2 litros de agua por cada kilogramo de muestra; el
material se mantuvo en ebullicion hasta que presentd la consistencia tipica de su
consumo, aproximadamente 20 minutos. Tras el tratamiento térmico se secoO y
fracciond las muestras en una estufa de circulacion forzada y un molino, hasta 1
mm de didmetro, finalmente se obtuvieron las harinas respectivas.

En la figura 4 se observa el diagrama de flujo que muestra el proceso experimental
que se realizé para cada variedad de verdolaga.

[ Recepcion de materia prima ]

v
| Fraccionamiento de muestra |

|
h 2 ¥

[ Fracciones mavores ] [Fraccic’)n menor ]—>| Liofilizacion |—> Complementacion
bromatoldgica: Vitamina C

Yy

Preparacion de muestra (cruda y
cocida; secado y molienda)

i L
[ Muestras en forma de harina ]

. ' '

| Analisis proximal | Complementacion Toxicologia analitica
bromatolégica

humedad onginal

Determinacion de T

» Determinacion —D-l Oxalatos |
de minerales

vitro

proteinica in
—b-l Nitratos |

|
|
[ Foracruas | Digestibilidad [ »|  Fitatos |
|
|

»| Hidratos de 44 Andlisis estadistico I:

carbono

Figura 4. Diagrama general de trabajo experimental.
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5.2. Determinacion de humedad original

En hornos de secado con circulacion forzada previamente ajustados a 55 + 2 °C se
introdujo el material fresco. El célculo de humedad original se fundamenta en el
control del peso a lo largo de 48 horas, aproximadamente, hasta obtener peso
constante en balanza granataria (+ 0.1 g), para considerar la pérdida de masa tras
la evaporacién del agua de la muestra (21).

5.3. Analisis bromatoldgico

Se realiz6 el analisis proximal de las muestras, ya en forma de harina, segun el
esquema de Weende, con algunas modificaciones. En la figura 5 se exponen los
puntos mas importantes de este analisis (38-39).

Incineracion

Y

(550°C)

——>( %CENIZAS )

| MUESTRA l

Determinacion
de N (Kjeldahl)

Y

%N x 6.25
>

{ %PROTEINA )

Secado (elimina
agua libre)

Y

Residuo insoluble

Y

L[
\

MUESTRA SECA ]—b

Extraccion

{ %HUMEDAD )

de grasa

MUESTRA SECAY
DESENGRASADA

)

R

Eter de petrdleo

% GRASA

_ Ebullicion, 30 min

en &cido y base
—

—>( %FIBRA )

Digestion basica

A 4

Incineracion
(550°C)

Residuo insoluble 1: Ebullicion, 30 min
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Digestion acida

Figura 5. Diagrama de trabajo fundamentado en el esquema de Weende.
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5.3.1. Humedad analitica
Es un método gravimétrico en el cual se considera la masa perdida tras la
evaporacion del agua libre del alimento. Se realiza bajo condiciones controladas de
presion y temperatura (254 mm Hg y 75-80 °C), con la implementacion de vacio se
abate el punto de ebullicion del agua. EI monitoreo de la masa se realiz6 con
precision de balanza analitica (£0.0001 g).

Materiales

e Balanza analitica Sartorius, mod. e Charolas de aluminio.
Analytic. e Estufa de vacio Labline Duo Vac.
e Desecador de vidrio. Oven, mod. 3620.

Procedimiento

o Trabajar con charolas previamente a peso constante (secar 3-4 horas y
monitorear el peso hasta peso constante).

o Pesar de 3 a4 g de muestra, anotar y colocar en charola de peso conocido.

o Introducir las charolas con muestra a la estufa de vacio previamente ajustada
a las condiciones de operacion (254 mm Hg y 75-80 °C).

o Monitorear periédicamente el peso en la balanza analitica, cuidando no pesar
mientras el material esté caliente, utilizar el desecador para enfriar.

o Continuar el monitoreo hasta peso constante del material.

Célculos
Una vez registrado el peso constante se procede como a continuacién se describe:

Pi — Pf
% Humedad = T X 100

Donde: Pi es el peso en gramos de charola y muestra antes del secado.
Pf es el peso en gramos de charola y muestra después del secado.
m es el peso en gramos de la muestra.

5.3.2. Grasa cruda
Método gravimétrico donde se obtiene la masa del residuo etéreo, después de la
extraccion correspondiente, y se considera con respecto a la masa original de la
muestra. La grasa cruda es el material no homogéneo, compuesto por sustancias
no solubles en agua y solubles en disolventes no polares (como el éter de petrdleo);
la mayor proporcion corresponde a los lipidos, grasas y aceites del material. Se
hace uso de una balanza analitica, precision de +£0.0001 g.
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Materiales vy reactivos

e Aparato de extraccibn Goldfish e Eter de petréleo R.A.

Labconco, mod. 35001-00C. e Portadedales de vidrio.

Balanza analitica Sartorius, mod. e Tubos recuperadores de disolvente.
Analytic. e Vaso de borde esmerilado,
Bomba de recirculacion Little Grant LABCONCO 35051.

Pump, mod. 1.Estufa de vacio Labline
Duo Vac. Oven, mod. 3620.
Cartuchos de celulosa de 22x80 mm.

Procedimiento

©)

Trabajar con vasos esmerilados previamente a peso constante (secar 3-4
horas y monitorear el peso hasta peso constante).

Pesar de 3 a 4 g de muestra seca de la determinacion de humedad, anotar y
colocar en un pafiuelo desechable.

Enrollar el pafiuelo sobre si mismo e introducir en el cartucho de celulosa.
Introducir el cartucho con muestra en el portadedales de vidrio y colocar en
el extractor.

Colocar aproximadamente 50 mL de éter de petréleo en los vasos
esmerilados y acoplar al extractor.

Conectar la bomba de recirculacion con agua fria y encender el extractor en
posicién de calentamiento.

Dejar en extraccion por aproximadamente 2 horas.

Retirar de extraccion cuando al recuperar en un papel una gota de la
descarga y evaporarse el solvente no haya residuos grasos.

Recuperar el extracto en sus vasos correspondientes y dejar evaporar el
disolvente en campana.

Introducir los vasos a la estufa de vacio hasta peso constante.

Célculos

Una vez registrado el peso constante se procede como a continuacién se describe:

Pf — Po

% Grasa cruda = x 100

Donde: Pf es el peso en gramos del recipiente después de la extraccion.

Po es el peso en gramos del recipiente antes de la extraccion.
m es el peso en gramos de la muestra.
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5.3.3. Fibra cruda

Se parte de la muestra seca y desengrasada. Se trasvasa a un vaso Berzelius y se
somete a una digestion 4cida (acido sulfurico 1.25%) e inmediatamente después a
una basica (hidroxido de sodio 1.25%), ambas operaciones se realizan en un
digestor Labconco. Posteriormente se filtra en un matraz Kitasato con vacio a través
de un filtro tipo “California” para obtener la masa del material indigerible. Este dato
corresponde a la fibra y cenizas, asi que se debe incinerar el residuo para obtener
las cenizas y por simple diferencia se obtiene la correspondiente fibra cruda.

Materiales
o Aparato de digestién Labconco. e Matraces de vidrio Kitasato.
e Balanza analitica Sartorius, mod. e Mechero Bunsen.
Analytic. ¢ Mufla Thermolyne, mod. 1500.
e Crisol de porcelana (peso cte.). e Perlas de ebullicion.
e Embudo Buchner tipo california con e Tripié, anillo de hierro y triangulo de
malla metélica. porcelana.

Estufa de vacio Labline Duo Vac. Oven, e Vasos Berzelius de 600 mL.
mod. 3620.

Reactivos
e Antiespumante. e Solucion de H2SO4 al 1.25% m/v.
¢ Alcohol etilico. e Silicato de aluminio (limpio vy
¢ Solucion de NaOH al 1.25% m/v. calcinado).

Procedimiento

o

Trasvasar cuantitativamente la muestra de la determinacion de grasa cruda
a los vasos Berzelius.

Afadir 0.5 g de silicato de aluminio y perlas de ebullicién a cada vaso.
Anadir 200 mL de H;SO., al 1.25% caliente, seguido de unas gotas de
antiespumante.

Colocar los vasos en el digestor previamente caliente, digerir por 30 minutos
exactos.

Transcurrido el tiempo, filtrar por un embudo California con ayuda de vacio.
Lavar el residuo con agua destilada caliente hasta eliminar el acido
(aproximadamente 500 mL finales).

Trasvasar cuantitativamente a vasos Berzelius.

Anadir 200 mL de NaOH al 1.25% caliente, seguido de unas gotas de
antiespumante.

Transcurrido el tiempo, filtrar por un embudo California con ayuda de vacio.
Lavar el residuo con agua destilada caliente hasta eliminar el alcali.
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o Recuperar las perlas de ebullicion y lavarlas con agua, recuperar el residuo.
o Adicionar al residuo 25 mL de alcohol etilico.
o Transferir el residuo con alcohol de forma cuantitativa a crisoles de porcelana
previamente a peso constante.
o Secar los crisoles en estufa de vacio hasta peso constante.
o Incinerar en mufla.
o Monitorear hasta peso constante.
Célculos

Una vez registrado el peso constante se procede como a continuacion se describe:

) Ps — Pc
% Fibra cruda = Ea— x 100

Donde: Ps es el peso en gramos del crisol con residuo después del secado.

Pc es el peso en gramos del crisol con residuo después del calcinado.
m es el peso en gramos de la muestra.

5.3.4. Cenizas

Las cenizas representan la fraccion inorganica de la muestra y para cuantificarlas
se debe someter a combustién completa la materia organica presente. Primero se
carboniza la muestra en crisoles de porcelana y después se calcina en mufla
(550+10 °C). En este punto se debe monitorear el peso hasta conseguir pesos
constantes, siendo éste otro método gravimétrico, con apoyo de una balanza
analitica (precision de £0.0001 g).

Materiales

Balanza analitica Sartorius, mod. e Mechero Bunsen.

Analytic. e Mufla Thermolyne, mod. 1500.
Campana de extraccion. e Tripié, anillo de hierro y triangulo de
Crisol de porcelana (peso cte.). porcelana.

Desecador de vidrio.

Procedimiento

o

Colocar los crisoles en la mufla a 550 °C hasta obtener peso constante.
Pesar de 2 a 3 g de muestra y colocar en los crisoles.

En la campana de extraccion, carbonizar a fuego directo del mechero hasta
gue no haya desprendimiento de humo.

Calcinar las muestras: introducir los crisoles con muestra carbonizada a la
mufla por 3 horas a 550 °C.
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o Sacar de la mufla y dejar enfriar en desecador por lo menos 30 min. Pesar.
o Repetir la calcinacion, el enfriamiento y peso hasta alcanzar pesos
constantes.

Célculos
Una vez registrado el peso constante se procede como a continuacion se describe:

] Pf — Pc
% Cenizas = — x 100

Donde: Pf es el peso en gramos del crisol con muestra después de incinerar.
Pc es el peso en gramos del crisol a peso constante.
m es el peso en gramos de la muestra.

5.3.5. Proteina cruda

Para determinar la proteina se realiza una digestion de la muestra en acido sulfdrico
concentrado a temperatura elevada (350-370 °C), con catalizadores y peroxido de
hidrogeno (que acelera la oxidacién). La sal de amonio formada se trata con
hidroxido de sodio, para liberar amoniaco que se recibe en una solucién de acido
bérico. Posteriormente, se realiza una titulacion acido-base con acido clorhidrico y
se obtiene el %N orgénico. Este valor debe multiplicarse por el factor de conversién
(6.25, correspondiente a 100 g de proteina/16 g N) a proteina y asi se obtendra el
porcentaje de proteina cruda.

Materiales Reactivos

e Balanza analitica Sartorius, mod. e Pero6xido de hidrégenos al 30%.
Analytic. e Sulfato de potasio R.A.

e Digestor Tecator, mod. Ab-20740. e Solucion de NaOH al 40% m/v.

¢ Dispositivo de destilacién Tecator, e Solucion de HCl al 0.01 N valorada.
Kjeltec auto 1030 Analyzer. e Mezcla digestiva (a).

e Tubos de digestién Tecator de 100 e Solucion de &cido borico con
mL. indicadores (b).

() Pesar y disolver 3 g de sulfato de cobre (CuS04.5H20) en 20 mL de agua
destilada y agregar 50 mL de &cido ortofosférico. Posteriormente adicionar con
cuidado 430 mL de H2S0O4 concentrado. Agitar por 30 minutos.

(b) Pesar 10 g de acido bdrico y disolver en el menor volumen posible de agua
destilada. Posteriormente se adicionan 10 mL de verde de bromocresol al 0.1% en
metanol y 7 mL de rojo de metilo al 0.1% en metanol. Se ajusta a un tono café rojizo
con &cido o base segun se requiera y se afora a 1 L con agua destilada.
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Procedimiento

Pesar 100 mg de muestra colocar en un tubo de digestion.
Afnadir 0.5 g de sulfato de potasio y 3 mL de mezcla digestiva (a).
Colocar los tubos en el digestor a 340 °C por 15 min.
Transcurrido el tiempo, retirar los tubos del digestor y dejar enfriar.
Afadir 1.5 mL de peréxido de hidrogeno al 30%.
Colocar los tubos en el digestor a 250 °C por 1 hora o hasta que la mezcla
se encuentre traslucida con un tono verde-azul, sin manchas obscuras.
Dejar enfriar los tubos.
o Destilar en el equipo Kjeltec auto 1030 Analyzer utilizando las soluciones de
HCI, NaOH y acido barico (b).
El equipo de destilacion arroja automaticamente los datos de volumen de titulacion.
Se debe realizar el procedimiento para las muestras y para blancos de glucosa.

O O O O O O

O

Célculos
Para conocer el porcentaje de proteina cruda se realizan los siguientes calculos:

(P—=B) X N xmeq x 100
m

%NZ =

%Proteina cruda = %N, X F

Donde: P es el volumen en mL de la titulacién de la muestra.
B es el volumen en mL de la titulacién del blanco.
N es la normalidad de la solucién de HCI.
meq son los miliequivalentes de nitrégeno (0.014)
m es el peso de la muestra en gramos.
F es el factor de conversion de nitrégeno (6.25)

5.3.6. Hidratos de carbono
La determinacién de hidratos de carbono se realiza por diferencia. Es una
estimacion de los hidratos de carbono digeribles y se deben considerar los
porcentajes de las determinaciones descritas previamente y restarselos a 100%. El
resultado de esta diferencia corresponde al porcentaje de hidratos de carbono en la
muestra correspondiente.

% Hidratos de carbono = 100 — Z

Donde: Z es la suma de los resultados de las determinaciones previas (humedad
analitica, grasa cruda, fibra cruda, cenizas y proteina cruda).
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5.4. Complementacién bromatoldgica

5.4.1. Digestibilidad proteinica in vitro
Es una digestion simulada de la muestra en un medio multienzimatico, la humana.
Dicha digestion, somete a la muestra a protedlisis, liberando iones [H*] por la ruptura
del enlace peptidico, lo cual modifica el pH. Tras obtener el valor correspondiente a
una muestra de referencia (Caseina), se realiza la determinacién en la muestra y
por determinacion del pH se obtiene el resultado. Se asume la correlacion entre la
disminucién de pH con el aumento de digestibilidad de la proteina (38 y 26).

Materiales

e Balanza analitica Sartorius, mod.
Extend.

e Potencibmetro Thermo Scientific mod.
Orion 3 Star.

¢ Banio reciclador de agua Grant mod
5E-10 a 37 + 0.5°C.

¢ Barfo de agua Polystat a 55 £+ 0.5 °C.

e Cronometro digital.

¢ Parilla de agitacibn magnética Daihan
Scientific Wisestir.

Reactivos

Solucion enzimatica A (aforar a 10 mL con
agua destilada)
e Tripsina pancreatica porcina (tipo 1X)
Sigma (T-0303); 227,040 unidades
BAEE de tripsina.
e Peptidasa intestinal porcina (Grado I)
Sigma (P-7000); 2,321 unidades
BAEE de tripsina.
e Qa-quimotripsina pancreatica bovina
(tipo 1) Sigma (C-4129); 1,860
unidades BAEE de tripsina.

e Contenedor de vidrio con camisa de
recirculacién de agua.

e Matraz aforado de 10 mL.

e Agitadores magnéticos de media
pulgada.

e Espatulas de teflon.

e Pipeta volumétrica de 10y 1 mL.

Solucion enzimética B (aforar a 10 mL con
agua destilada)
e Proteasa de Streptomyces griseus

Sigma (P-5147); 65 unidades
BAEE de tripsina.

Buffers de referencia.

HCI 0.1N y 0.05N

NaOH 2N, 1N, 0.1N y 0.05N.

Estandar de caseina liofilizada.

Donde BAEE es el sustrato N-a-benzoil-L-arginina etil éster. BAEE es un dato
proporcionado por el fabricante de estas enzimas. Se presenta a continuacion un
ejemplo del célculo que debe realizarse para determinar cuantos gramos de enzima
se requieren para tener las unidades BAEE necesarias en la metodologia.
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Ejemplo:

Una unidad de tripsina pancreatica porcina contiene 17,953 unidades BAEE
por mg de proteina. Por lo tanto, para disolver 227,040 unidades BAEE de
enzima se requiere:

(227,040 unidades BAEE X 1 mg de enzima)
17,953 unidades BAEE

= 12.646 mg de enzima

Procedimiento

o Considerar la cantidad de muestra que contiene 10 mg de N2 y colocarla en
un vaso de digestibilidad.

o Afadir 10 mL de agua destilada y colocar en agitacion continua a una
temperatura de 37°C durante 1 hora.

o Transcurrido el tiempo, ajustar el pH de la solucién a 8.00 £ 0.3 con NaOH y
HCI segun sea el caso.

o Agregar 1 mL de la solucion enzimética A, mantener en agitacion continua
por 10 minutos exactos.

o Transcurrido el tiempo, agregar 1 mL de la solucién enzimética B, cambiar
rapidamente el bafio al de 55°C, mantener en agitacion continua por 9
minutos.

o Finalizado el tiempo anterior, cambiar al bafio de 37°C por 1 minuto.

o Medir pH de la muestra digerida.

(Las soluciones enziméticas deben estar en pH 8.00 = 0.3.)

El pH de la referencia de caseina debera ser 6.42+ 0.5 y sélo hasta que se obtenga
este pH en la serie de referencia se podré realizar la determinacion en la muestra
problema.

Célculos
El porcentaje de digestibilidad se obtiene al sustituir el pH en la siguiente ecuacion:

% Digestibilidad = 234.84 — 22.56 (lectura pH)

5.4.2. Determinacion de nutrimentos inorganicos
Estos resultados fueron proporcionados, para todas las muestras, por el Dr. Ciro
Marquez, responsable del laboratorio 209 del Conjunto D de la Facultad de Quimica.
A quien se le extiende un profundo agradecimiento. Esta metodologia utilizé la
técnica de espectroscopia de emision atomica con plasma por acoplamiento
inductivo (ICP-OES) (40).
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Materiales Reactivos

Balanza analitica Badwag, mod. e Acido fluorhidrico concentrado.
XAGO/220/X). e Acido nitrico concentrado.
Cartuchos de digestion con tapon. e Peroxido de hidrégeno 40%.

Equipo de digestién con microondas
Perkin Elmer modelo Titan MPS.
Espectrometro de emision atomica
Perkin Elmer modelo 4300DV.
Matraces aforados de 50 mL.

Procedimiento

©)

Pesar con exactitud 0.1 g de muestra y colocar dentro del cartucho de
digestion.

Afadir 5 mL de HNOs + 1 mL de H202 + 0.2 mL de HF, dejar reaccionar sin
tapar por 10 minutos, aproximadamente.

Cerrar el cartucho primario e introducir en el secundario.

Colocar en el digestor.

Digerir las muestras. (La digestion se lleva a cabo en condiciones de 170-
210 °C y 80 atm de presion por 30 minutos).

Trasvasar el residuo de digestion cuantitativamente a un matraz aforado de
50 mL.

Aforar con agua desionizada y destilada.

El contenido de nutrimentos inorganicos se mide en el espectrometro de emision
atomica, que emplea gas argon de alta pureza, y se compara contra estdndares de
la Perkin Elmer.

5.4.3. Vitamina C

La determinacion de Vitamina C es una valoracion volumétrica de 6xido-reduccion,
que requiere de la previa extraccion del acido ascorbico de la muestra. Se
aprovecha la capacidad reductora del acido extraido para tornar incolora una
solucion valorada de 2,6-diclorofenol-indofenol al reducirlo (41).

Materiales Reactivos
e Bureta de 25 mL. e Acido acético 5%.
e Matraz aforado 100 mL. e Solucion estandar de Vitamina C. (a)
e Matraz Erlenmeyer 125 mL. e Solucion de diclorofenol-indofenol. (b)

Pipeta volumétrica de 10 mL.
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(a) Pesar con exactitud 100 mg de acido ascérbico anhidro y colocarlo en un matraz
volumétrico de 100 mL, aforar con acido acético al 5%. Concentracion final de 1
mg/mL.

(b) Pesar 100 mg de 2,6-diclorofenol-indofenol y 50 mg de NaHCOg3, disolverlos y
aforar a 1 L con agua destilada.

Para valorar la solucién de diclorofenol-indofenol: colocar 1 mL de la solucion
estandar de Vitamina C (a) y 9 mL de &cido acético al 5% en un matraz Erlenmeyer
y titular con la solucion de diclorofenol-indofenol (b), hasta que persista el color
rosado por 10 segundos al menos. Los mL consumidos se consideran el titulo que
equivale a 1 mg de Vitamina C.

Procedimiento

o Pesar 5 g de muestra y homogeneizar con 50 mL de &cido acético al 5%
(para inactivar la ascorbato oxidasa enddgena).

Aforar a 100 mL con agua destilada y dejar sedimentar el material insoluble.
Filtrar por papel filtro de poro grueso.

Tomar 10 mL del filtrado y colocar en un matraz Erlenmeyer.

Titular con la solucion valorada de diclorofenol-indofenol (DF-1F), hasta que
persista el color rosa por 10 segundos al menos.

o O O O

Céalculos

Para conocer los mg de Vitamina C presente en cada 100 g de muestra se realiza
el siguiente célculo:

100 mL 45510 ) o ( 100% )

L de DF — IF x (titul x(
i de (titulo) 10 mLgjicuota g de muestra

Donde: mL de DF-IF es el volumen de la solucion de diclorofenol-indofenol
gastado en la titulacién de la muestra.
Titulo se refiere a la valoracion.

5.5. Factores toxicos
5.5.1. Agentes antinutrimentales

5.5.1.1. Oxalatos
Se basa en la extraccion del acido oxalico en medio acido y con agitacion mecanica;
posteriormente se precipita en forma de oxalato de calcio y se cuantifica por medio
de una determinacion permanganomeétrica, donde se titula el &cido oxalico con una
solucion valorada de KMnOa4 0.1 N (el &cido oxalico se oxida hasta COz2) (39).
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Materiales Reactivos

e Balanza analitica Sartorius e HCIB6N
Extend. e Reactivo de acido tungstofosforico (a)
e Centrifuga Eppendorf mod 5702 o Buffer de acetato (b)
e Fibra de vidrio. ¢ Liquido de lavado (c)
e Papel Whatman #4 y #10. e KMnO4 0.01N (d)
e Parrilla con agitacion CORNING e NH,OH
stirer mod 440826. e H,S0,4(1:9)y (1:8)
e Potenciémetro Thermo Scientific e Antiespumante
Orion 3 Star. e Oxalato de sodio anhidro

e Vaso Berzelius de 600 mL.

(a) Disolver 2.5 g de tungstato de sodio dihidratado, (Na2WOQO4*2H20) en la mezcla
de 4 mL de &cido fosférico y 50 mL de agua destilada y aforar a 100 mL con agua
destilada.

(b) Disolver 2.5 g de cloruro de calcio anhidro en 50 mL de una solucion de &cido
acético y agua (50:50). Preparar una solucion de 33 g de acetato de sodio
trihidratado (CH3COONa*3H20) diluido a 50 mL con agua destilada.

(c) Diluir 12.5 mL de &cido acético concentrado con 250 mL de agua destilada y
afadir polvo de oxalato de calcio, agitar y dejar reposar. Repetir la adicién y
agitacion hasta saturacion. Enfriar a 4 °C, antes de su uso filtrar en papel Whatman
#4. Mantener en refrigeracion durante su uso.

(d) Pesar 3.2 g de KMnOa y disolver en 1 L de agua destilada. Calentar la solucion
hasta que hierva durante 1 hora, evitando que la ebullicion sea tumultuosa, enfriar
y completar al volumen. Dejar reposar toda la noche vy filtrar por fibra de vidrio.
Recibir en un frasco a&mbar limpio.

Estandarizacion de la solucion de KMnO4 0.1 N: se titula pesando con exactitud de
0.2 a 0.3 g de Oxalato de sodio anhidro previamente secado 200-110 °C /2 horas y
colocar en un matraz Erlenmeyer de 500 mL. Disolver en agua (50-70 mL) y agregar
15-20 mL de H2SO4 (1:8). La solucion se calienta a 70 °C y se titula con agitacion
dejando caer la soluciébn de permanganato de potasio lentamente hasta una
coloracion rosa permanente. Como blanco, medir el mismo volumen de H2SOa4
(5+95) previamente hervido de 10-15 min y después enfriar a 27+ 3 °C. Restar el
volumen del blanco al de titulacion, este valor se utiliza en los célculos. Para obtener
la normalidad:

_ g N32C204 X 1000 mL
~ mLKMnO, X 67 meq Na,C,0,
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Soluciéon de KMnO40.01 N: diluir 200 mL de KMnO40.1 N en 1 L de agua destilada.
Es importante que esta solucion se prepare al momento de usarla, para evitar su
descomposicion.

Procedimiento

Preparacion de muestra

©)

Pesar 5 a 10 g de la muestra en forma de harina, colocar dentro de un vaso
Berzelius de 600 mL.

Agregar 200 mL de agua destilada y agitar en la parrilla por 15 minutos.
Llevar a 300 mL enjuagando las paredes, afiadir 55 mL de HCI 6N, dos gotas
de antiespumante y llevar a ebullicién y reflujo por 15 minutos.

Dejar enfriar.

Aforar a 500 mL con agua destilada enjuagando las paredes del vaso, agitar
y dejar reposar toda la noche.

Filtrar a través de un papel filtro Whatman #4 y desechar los primeros 100
mL (para acondicionar el sistema).

Precipitacion del &cido oxalico

o

Tomar una alicuota de 25 mL del filtrado con una pipeta y colocar en un
matraz Erlenmeyer de 50 mL.

Agregar 5 mL de acido tungstofosforico, mezclar y dejar reposar al menos 5
horas.

Filtrar a través de papel Whatman #40.

Pasar 20 mL del filtrado con una pipeta a un tubo de centrifuga y adicionar
NH4OH gota a gota con cuidado hasta obtener un pH de 4-4.5, utilizando
potenciémetro.

Adicionar 5 mL de la solucion amortiguadora de acetato y mezclar con varilla
de vidrio.

Enjuagar la varilla de vidrio dentro del tubo de centrifuga con un pequefio
chorro de agua destilada y dejar reposar toda la noche.

Centrifugar durante 15 minutos a 1700 rpm para compactar el precipitado.
Decantar el sobrenadante con una inversién suave del tubo. (Tener cuidado
de no romper el precipitado)

Voltear el tubo hacia abajo y dejar que el sobrenadante gotee completamente
sobre un papel filtro limpio.

Lavar el precipitado con 20 mL de liquido de lavado frio, rompiendo
completamente el precipitado.

Repetir los pasos de centrifugacion y decantado.

Anadir 5 mL de H2SO4 (1:9) al precipitado y resuspender.

Trasvasar a un matraz Erlenmeyer de 250 mL.

34



o Lavar el tubo de centrifuga con 20, 5 y 5 mL de agua desionizada y colectar

O

en el matraz.
Titular con permanganato.

Titulacién

O

Calentar el matraz hasta aproximadamente 65-70 °C en bafio maria.

Titular con KMnO4 hasta que persista el color rosa por 30 segundos.
Realizar la titulacién de blanco en las mismas condiciones. (5 mL de H2SOa4
(1:9) + 30 mL de agua desionizada a 65-70 °C)

Céalculos

La siguiente férmula se utiliza para conocer el porcentaje de acido oxalico en la
muestra:

meq KMnO, ga.oxalico 100g
(mL KMnO, gastados — mL de KMnO, blanco) % X X
mL meq g muestra
Donde: meq es 0.045 para acido oxalico
F es el factor de dilucion 22k x 20mL
25mL 20mL

5.5.1.2. Fitatos

Se utilizan columnas de intercambio i6nico con el fin de purificar los extractos,
eliminando fracciones pequefias de inositol y fosfatos. Lo cual promueve que la
cuantificacion se realice sdlo del &cido fitico (42).

Materiales

Agitador magnético multiple Daihan
Scientific Wisestir.

Balanza analitica Sartorius Extend.
Centrifuga Thermo electron
corporation IEC MULTI RF.
Columnas de intercambio iénico. (a)

Espectrometro Thermo  Scientific
Genesis 10 UV.
Potenciometro Thermo  Scientific

Orion 3 Star.
Vortex Labline mod. 1290.

Reactivos

HCI 0.65N

NaOH 0.1 N

Reactivo de Wade (b)

Resina de intercambio i6nico BIO
RAD AG 2-X8 (200-400 mesh)

Sal de fitato de sodio

Solucién salina 0.1 N

Solucién salina 0.7 N
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(a) Pesar aproximadamente 0.5 g de resina e hidratarla con 1 mL de agua
desionizada. Enjuagar con gotas para acarrear cualquier residuo del vaso.

Preparar las columnas con jeringas de 3 mL. Introducir en el fondo un tapon de fibra
de vidrio y colocar en un soporte. Agregar a la columna la resina hidratada, cuidando
que guede asentada uniformemente, la resina no debe secarse en ningin momento.
Una vez la columna esté bien empacada, adicionar 15 mL de NaCl 0.7 N. Lavar con
30 mL de agua desionizada, dejando liquido en la superficie. Queda preparada para
Su uso.

(b) Pesar 0.03 g de FeCls*6H20 y 0.3 g de &cido sulfosalicilico, y disolverlos en agua
desionizada, aforar a 100 mL. El reactivo debe prepararse al momento de la
determinacién y, una vez adicionado, debe leerse en menos de 30 minutos.

Procedimiento

Preparacion de estandares

o Preparar una solucion concentrada de &cido fitico (1 mg/mL).
» Pesar exactamente 0.080 g de la sal de fitato de sodio (considerar
pureza y humedad).
= Disolver y aforar con agua desionizada a 50 mL.
o Preparar soluciones de estandares a partir de la concentrada (5, 10, 20, 30,
40 y 50 pug/mL)

Extracciéon del acido fitico

o Pesar 1 g de muestra (<5% grasa) y colocar en un vaso de precipitados de
50 mL.

Adicionar 20 mL de HCI 0.65 N. Checar pH 0-1.

Agitar vigorosamente durante 2 horas a temperatura ambiente.

Trasvasar cuantitativamente a tubos de centrifuga.

Centrifugar a 12000 rpm a temperatura ambiente por 30 minutos.

Colectar el sobrenadante.

O O O O O

Purificacion por columna de intercambio i6nico

o Tomar una alicuota de 1 mL del sobrenadante y aforar a 25 mL (esta dilucion,
1:25, se considera para muestras que se esperan altas en fitatos; si se
esperan concentraciones <1% hay que considerar 5:25).

Ajustar pH a 6 con NaOH 1N.

Tomar 10 mL y transferir cuantitativamente a la columna ya preparada.
Lavar la columna con 15 mL de NaCl 0.1 N y desechar agua de lavado.
Eluir el fitato con 15 mL de NaCl 0.7 N. Colectar extracto puro.

o O O O
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Determinacion espectrofotométrica

o Ajustar pH de un pequefio volumen de agua desionizada (blanco), los
estandares y los extractos purificados a 3.00.

Tomar 3 mL de cada uno y colocar en tubo de ensayo.

Afadir 1 mL de reactivo de Wade a cada tubo.

Agitar con vortex por 5 segundos.

Transferir a celda de vidrio.

Leer absorbancia a 500 nm.

(calibrar el espectrometro utilizando una celda con agua desionizada)

O O O O O

Céalculos

A las lecturas de los estandares y las muestras se les resta la lectura del blanco
para obtener la absorbancia corregida correspondiente.

Se debe realizar la curva patron con regresion lineal, con el fin de poder interpolar
los datos de las muestras y determinar la concentracién de acido fitico en éstas.

Con la ecuacion de la recta se pueden determinar los ug de acido fitico/ mL de NacCl,
con la siguiente ecuacion:

pg acido fitico  absorbanciacerregiqa — Ordenada

mL NaCl pendiente
Para obtener los g de muestra se aplica la siguiente ecuacion:

g muestra g muestra 9 1 mL HCI y 10 mL H,0
mLNaCl  20mL =~ mLH,0 aforados ~ 15 mL de NaCl

Finalmente, el porcentaje de acido fitico se obtiene de la siguiente forma:

Acido fitico 1 mL NaCl
HE g % 100

% 4cido fitico = X X
% acido fitico L Nacl 106pug ~ g muestra

5.5.2. Agente toxico

5.5.2.1. Nitratos
La determinacion de nitratos es espectrofotométrica. Aprovecha al sustrato a
cuantificar, los nitratos, para promover la formacion de un croméforo cuyo maximo
de absorbancia se da a 410 nm de longitud. La nitracion se da en condiciones
extremas; la absorbancia y la cantidad de nitratos son directamente proporcionales,
esta determinacion hace uso de una curva patron de sal de nitrato pura (43).
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Materiales Reactivos

Agitador magnético mdultiple Daihan e Carbon activado.

Scientific Wisestir. e NaOH2 M

Balanza analitica Sartorius Extend. e Solucion de acido salicilico 5% (m/v)
Bafio de agua Polysat mod 12002. en acido sulfarico concentrado.
Centrifuga Eppendorf mod 5702. e Solucién estandar de nitrato 0.6 y 10
Espectrometro Thermo  Scientific mg/mL.

Genesis 10 UV.
Papel Whatman #41 y #542.
Vortex Labline mod. 1290.

Procedimiento

Preparacion de estandares

Solucién obtenida de 0.6 mg/mL de nitratos.

o

O O O O O

Agregar 3 mL de la solucion estandar de nitrato 10 mg/mL, 550 mg de carbon
activado y 30 mL de agua destilada a un vaso de precipitados de 50 mL.
Homogeneizar.

Filtrar con papel Whatman #41.

Aforar el filtrado a 50 mL con agua destilada.

Centrifugar a 2700-3000 rpm por 1 hora.

Filtrar sobrenadante con papel Whatman #542.

Curva patron

@)
@)

o

Preparar y rotular 6 tubos de ensayo.

Adicionar 10, 20, 50, 70 y 100 uL de la solucién de 0.6 mg/mL de nitratos,
para aforar a un volumen final de 100 uL con agua destilada.

Proceder con “desarrollo de color”.

Obtencién del extracto

O O O O O O 0 o0

(@]

Pesar 0.25-0.9 g de muestra y colocar en vaso de precipitados de 50 mL.
Agregar 550 mg de carb6n activado y 30 mL de agua destilada.

Agitar 500-700 rmp, con agitador magnético, por 15 minutos.

Filtrar a vacio con papel Whatman #41.

Aforar el filtrado a 50 mL con agua destilada.

Centrifugar a 2700-3000 rpm por 1 hora.

Filtrar sobrenadante a vacio con papel Whatman #542.

Rotular la cantidad de tubos pertinentes y afiadir 100 uL del extracto a cada
uno.

Proceder con “desarrollo de color”.
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Desarrollo de color

Afadir 0.4 mL de la solucién de acido salicilico.

Agitar por 15 segundos en vortex.

Introducir a bafio de 30 °C por 20 £+ 1 minutos.

Anadir 9.5 mL de NaOH, con bureta.

Agitar por 15 segundos en vortex.

Introducir a bafio de 30 °C por 15 £ 1 minutos.

Transferir a celdas de vidrio.

o Leer absorbancia a 410 nm.

(Tanto la serie de la curva patron como la serie de muestras tienen sus

respectivos blancos)

O O O O O O O

Céalculos

Se debe realizar la curva patron con regresion lineal con los datos de los estandares,
con el fin de poder interpolar los datos de las muestras y determinar la concentracion
de nitrato en estas.

Con la ecuacién de la recta se pueden determinar los ug de nitratos, segun la
siguiente:

absorbancia — ordenada

nitratos = -
Hg pendiente

Una vez determinados los ug de nitratos presentes, se debe aplicar el siguiente
calculo para conocer la concentracion de éstos:

S50mL 1g 100
0.1 mL 10°ug g muestra

% nitratos = pg nitratos X

5.6. Analisis estadistico

Con el fin de realizar un analisis mas completo del efecto del tratamiento térmico,
se realiz6 un andlisis estadistico para las determinaciones descritas, excepto para
la determinacion de Hidratos de carbono. La prueba aplicada fue t student con el
programa de computacion estadistica STATGRAPHICS version 5.1. La prueba se
realiz6 considerando el 99% y 95% de confianza; se aplicd para determinar si el
tratamiento térmico generd diferencias significativas en la misma variedad de
verdolaga cocida y cruda (44).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Analisis bromatolégico

A continuacion se presentan los resultados del analisis bromatoldgico, que
corresponde al analisis proximal, asi como de la complementacion bromatoldgica,
que comprende digestibilidad proteinica in vitro, vitamina C y nutrimentos
inorganicos. Los andlisis se realizaron para: la fraccion de la variedad proveniente
de Mixquic que se mantuvo cruda, la cual se menciona como MixCr; la fraccion de
la variedad proveniente de Mixquic que se sometio a coccidn, la cual se menciona
como MixCo; la fraccion de la variedad proveniente de Nepantla que se mantuvo
cruda, la cual se menciona como NepCr; y la fraccidon de la variedad proveniente de
Nepantla que se sometio a coccion, la cual se menciona como NepCo.

En latabla 1 se presentan los datos de humedad de las dos variedades de verdolaga
y sus tratamientos térmicos. Se observa que pese al tratamiento térmico aplicado la
humedad no se vio afectada.

Tabla 1. Humedad original

Variedad/tratamiento
MixCr MixCo NepCr
94.37 £0.16 94.13 + 0.07 93.15 + 0.46

8 Se presenta el valor promedio de la determinacion + desviacion estandar.

Componente
NepCo

93.03+0.23

Humedad (%) 2

La tabla 2 expresan los resultados del analisis proximal de ambas variedades y sus
tratamientos. Se aprecia que el tratamiento térmico provocé cambios en la
composicién de las verdolagas.

Tabla 2. Analisis proximal de las variedades de verdolaga cruda y cocida en
forma de harina.

Componente Variedad/tratamiento
(9/100g de muestra) MixCr MixCo NepCr NepCo
Humedad analitica 2 5.83+£0.23 6.32 £ 0.02 6.57 £ 0.13 5.36 £ 0.18
Grasa cruda @ 1.38 £ 0.06 2.11+0.04 1.39 £ 0.08 2.14 + 0.07
Fibra cruda @ 13.42£0.10 13.28 £ 0.18 15.64 £ 0.14 15.53+0.16
Cenizas 2 24.28 £0.32 14.34 £ 0.17 29.97£0.94 15.49 £ 0.06
Proteina cruda 2 22.38£0.41 23.49+0.18 17.79+0.88 19.36 £ 0.58
Hidratos de Carbono ? 32.71 40.47 28.66 42.12

8 Se presenta el valor promedio de la determinacion + desviacion estandar.
b Calculados por diferencia, segun el esquema de Weende.
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Lo primero que debe destacarse es que los resultados obtenidos para las muestras
crudas son similares a los encontrados en diversas fuentes literarias (8 y 51). Aun
asi, cabe mencionar ciertos puntos de interés. Los datos de grasa se encuentran
dentro de lo observado en otros estudios. La fibra también obtuvo datos previamente
observados, sin embargo la variedad de Mixquic presenta ligeramente menos fibra
que la variedad de Nepantla, lo que afectara observaciones posteriores. Para las
cenizas, las variedades estudiadas se encuentran en los extremos del rango de
datos reportados, incluso la variedad de Nepantla excede el rango. Para proteina,
pese a que la variedad de Mixquic se encuentra dentro del rango, ambas variedades
se observan pobres respecto a lo observado en otros estudios, la variedad de
Nepantla no rebasa el minimo. Debido a la carencia de proteina y a la superior
cantidad de fibra, la variedad de Nepantla resulta exceder la cantidad de hidratos
de carbono de la literatura y la variedad de Mixquic se encuentra dentro del rango
(5, 8,45y 46).

Una vez sefalado lo anterior, se procede con el analisis de datos considerando los
efectos del tratamiento térmico sobre la composicidon de las variedades de
verdolaga, lo cual es el objetivo principal de esta tesis.

Retomando la tabla 2, Se aprecia que la humedad es bastante similar entre
muestras, sin embargo ya se presentan diferencias en la composicion. Se aplico el
analisis estadistico para comparar los resultados entre las fracciones crudas y
cocidas de ambas variedades. Asi mismo, se trabajaron los datos en base seca,
con la finalidad de que el contenido de agua no interfiera con el analisis, a
continuacion en la tabla 3 se presentan los datos mencionados en base seca, junto
con los resultados del analisis estadistico.

Tabla 3. Analisis proximal de las variedades de verdolaga cruda y cocida en

base seca.
Componente Variedad/tratamiento
(9/100g de muestra) MixCr MixCo NepCr NepCo
Grasa cruda @ 1.46 +0.06°¢ 2.24 £0.04°¢ 1.48 +0.08¢ 2.27+0.07¢
Fibra cruda @ 14.25 +0.10 14.10 £ 0.20 16.61 £ 0.15 16.49 £ 0.17
Cenizas 2 25.78 +0.34°¢ 15.22 +0.18°¢ 31.79+0.99¢ 16.45 + 0.06 9
Proteina cruda @ 23.77 £0.43 2495+ 0.19 18.89£0.94 20.55+0.62
Hidratos de Carbono © 28.92 37.18 24.65 38.88

a Se presenta el valor promedio de la determinacion * desviacion estandar (n=3).

b Calculados por diferencia, segun el esquema de Weende.

¢ Datos estadisticamente distintos, segun la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Mixquic.

d Datos estadisticamente distintos, segun la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Nepantla.
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Se determind el contenido de grasa en las muestras y, pese a que es el componente
minoritario en las verdolagas, se encontro diferencia significativa en el contenido de
éste entre las verdolagas crudas y cocidas. Ambas variedades aumentaron su
contenido de grasa después de haberse sometido a coccion. Esto se observa
debido a que las plantas contienen lipidos, no sélo en forma libre, si no también
formando estructuras complejas y resistentes. Un ejemplo son las ceras
epicuticulares, que se superponen en la superficie de las hojas verdes y las
protegen, y se presentan en estructuras similares a las secundarias y terciarias de
las proteinas. El tratamiento térmico de coccion promovié que dichas formaciones y
otros aglomerados lipidicos perdieran rigidez y, al someterse a la extraccion con el
disolvente, el rendimiento fuera mayor que en la extracciéon de las muestras crudas
(46-50).

La fibra cruda no muestra diferencias significativas para las muestras crudas y
cocidas. Los valores sefialan que las muestras contenian una importante proporcion
de tallos ademas de hojas, lo que refleja la forma de consumo de las verdolagas
pues con esos estandares se acondiciond la muestra antes de los tratamientos. Se
han demostrado ampliamente los beneficios del consumo moderado de fibra en la
dieta, sin embargo el método para determinar fibra cruda es drastico y no logra
cuantificar los oligo y polisacaridos, componentes de la fibra dietética, que es la
fraccion con mayor accién benéfica sobre el organismo. Es de interés conocer el
contenido de fibra dietética, sin que afecte el tratamiento de coccion.

Se observaron importantes cambios en las cenizas. En el material crudo compiten
en cantidad con el componente mayoritario; sin embargo, tras la coccién
disminuyen. Se confirma una diferencia estadisticamente significativa. Estos altos
valores son un indicador de la riqgueza de nutrimentos inorganicos presentes en las
verdolagas. Pero su disminucién tras la coccidon sugiere que bastante de ese
material inorganico es soluble en agua y se qued6 en el agua de coccion (sales y
toxicos); ademas denota que aun con el lavado de la muestra antes de cualquier
procedimiento analitico, cantidades significativas de contaminacion fisica aun
estaban presentes en la planta y fueron retirados en la coccién.

No se encontré diferencia significativa entre las muestras crudas y cocidas para
ninguna variedad en el contenido proteico. Son de los componentes mayoritarios de
las muestras y, junto con los nutrimentos inorganicos, son el componente mas
importante, desde el punto de vista nutrimental. Sin embargo, como ya se menciono,
las proteinas de una matriz alimentaria no estan disponibles al 100%, mas adelante
se complementa este analisis con otra determinacion.

Los hidratos de carbono son el componente mayoritario en estas muestras. Dan un
panorama general del aporte de hidratos de carbono digeribles en el alimento, pero
es un valor sobreestimado, pues estos valores se obtuvieron por diferencia e
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incluyen la fibra dietética total. Se observan importantes diferencias entre las
muestras crudas y cocidas. Ya que este no es un método de cuantificacion per se,
sino que depende de los demés datos del analisis proximal, estas diferencias se
explican si se retoma lo analizado en las cenizas. La importante disminucion en la
cantidad de cenizas de muestras crudas a cocidas tiene efecto en la cantidad de
hidratos de carbono que se calculan al final.

Para aportar un panorama mas real de los resultados del analisis bromatologico de
las muestras se presentan los valores expresados en muestra fresca, haciendo uso
del dato de humedad original, en la tabla 4.

Tabla 4. Analisis proximal de las variedades de verdolaga cruday cocida en
forma fresca.

Componente Variedad/tratamiento
(9/100g de muestra) MixCr MixCo NepCr NepCo
Humedad 2 94.37 £ 0.16 94.13 + 0.07 93.15+0.46 93.03 £ 0.23
Grasa cruda @ 0.09+0.004°¢ | 0.13+0.002¢ | 0.09 +0.005¢ 0.14 + 0.004 ¢
Fibra cruda @ 0.85 + 0.006 0.84 £ 0.012 0.99 = 0.009 0.99 + 0.010
Cenizas 2 154 £0.021¢ | 0.91 £0.011°¢ 1.90 + 0.060¢ 0.98 + 0.004 ¢
Proteina cruda @ 1.42 + 0.026 1.49 + 0.012 1.13 + 0.056 1.23 +0.037
Hidratos de Carbono ® 1.73 2.49 2.74 3.64

8 Se presenta el valor promedio de la determinacion + desviacion estandar.
b Calculados por diferencia, segun el esquema de Weende.

¢ Datos estadisticamente distintos, segn la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Mixquic.

d Datos estadisticamente distintos, segun la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Nepantla.

Se aprecia que los valores disminuyen, lo cual se debe a la cantidad de agua
presente en el material, que disminuye la concentracion de todos los componentes
sélidos.
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6.2. Complementacion bromatolégica
6.2.1. Digestibilidad proteinica in vitro

En seguida, en la tabla 5, se muestran los resultados de la determinacion de
digestibilidad junto con sus datos estadisticos correspondientes.

Tabla 5. Digestibilidad proteinica in vitro.

Variedad/tratamiento
MixCr P MixCoP® NepCr NepCo

Determinacion

Digestibilidad

in vitro (%) 2 70.40 +£0.40 72.11 +0.38 71.36 £1.25 71.58 £ 0.28

@ Se presenta el valor promedio de la determinacion + desviacion estandar (n=3), CV<5%.

b Datos estadisticamente distintos, segun la prueba t student al 95% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Mixquic.

Las verdolagas tienen un importante potencial como fuente vegetal de proteinas.
Esta determinacion se llevé a cabo teniendo en cuenta la incompleta disponibilidad
de estos nutrimentos para el organismo. La digestibilidad proteinica presento ligeros
cambios tras el tratamiento térmico aplicado. Para la variedad de Mixquic se
encontré diferencia significativa entre la muestra cocida y la cruda, aumento tras la
coccion; sin embargo la variedad de Nepantla no mostro diferencia significativa
entre tratamientos. Aunque la coccion demostr0 que es benéfica para
biodisponibilidad de proteinas en una variedad de verdolaga, ya que el efecto no
fue observado en la otra variedad no se puede declarar de manera absoluta el efecto
de la coccién sobre este parametro. Al igual que el comportamiento observado en
las grasas, el calor promovié que las estructuras proteinicas perdieran resistencia y
fueran mas susceptibles al simil de digestién. No obstante, en este estudio no se
analizaron agentes antinutrimentales como inhibidores de tripsina, ya que se
demostré que no son significativos en esta especie (8), se sabe que estos
compuestos tienen fracciones termolabiles que se inutilizan tras el tratamiento
térmico, aumentando la disponibilidad de las proteinas presentes con respecto a las
muestras crudas.

Aun asi los valores de todas las muestras, que rondan el 71%, son aceptables, pues
la digestibilidad proteinica tipica de alimentos de origen vegetal fluctia entre 60-
80%.

6.2.2. Determinacion de nutrimentos inorganicos
El contenido de nutrimentos inorganicos presentes en la muestra podia estimarse
considerando las cenizas. El valor obtenido de este parametro sefalaba un
contenido alto de nutrimentos inorganicos. A continuacion en la tabla 6 se presentan
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los datos obtenidos de la determinacion de nutrimentos inorganicos. Se observa
que, el contenido de nutrimentos inorganicos varia mucho tras la coccion.

Tabla 6. Determinacién de nutrimentos inorgénicos.

Mineral Variedad/tratamiento
(mg/100 g de muestra) MixCr MixCo NepCr NepCo
Calcio 2550 3540 1640 1630
Cobre 1 15 2.4 2.8
Hierro 452 98 525 184
Zinc 1.4 5.9 3.4 ---a

& Fuera de los limites de deteccion.

El contenido de cobre y zinc aumento tras el tratamiento, mientras que las muestras
perdieron hierro al someterse a coccion. El efecto de la coccién sobre el calcio es
incierto, como puede observarse, en la variedad de Mixquic aumento tras la coccién
y en la variedad de Nepantla practicamente no se vio afectado.

En la literatura se ha encontrado que el contenido de hierro para verdolaga en base
seca es desde 33 mg/100 g hasta 232 mg/100g; el zinc se encuentra dentro de un
rango de 1.9 a 2.84 mg/100g; el cobre no se determina con frecuencia pero se
reportan 1.89 mg/100 g; y para calcio el rango es de 1000 - 1800 mg/100g (5, 45,
51y 52).

Conociendo lo anterior, se puede considerar que las muestras no son deficientes en
nutrimentos inorganicos, pues a excepcion del contenido de zinc en la muestra
MixCr, los valores obtenidos se encuentran dentro de lo esperado o lo supera.

Sin embargo hay detalles importantes por sefialar. Se sabe que hay factores toxicos
que secuestran cationes y los acumulan en la planta conforme ésta madura (29 y
30), por lo que se podria explicar hasta cierto punto los resultados obtenidos. Aun
asi, es evidente que se presentaron interferencias en la determinacion de estos
nutrimentos inorganicos para la muestra MixCo, pues su contenido de calcio y zinc
es alto. Es probable que, como se sefialé anteriormente, la muestra se encontrara
contaminada con tierra de cultivo, pese a sus lavados y acondicionamiento.

Ademas, no se descarta que el agua para coccién haya interferido con la
determinacidn, tanto solubilizando y retirando nutrimentos inorganicos de la muestra
como aportandolos. El método es muy sensible (hasta ppm) pero también es muy
drastico, y la digestion destruye toda materia organica presente, incluidos los
toxicos, y deja “desnudos” a los cationes para su posterior cuantificacion,
independientemente de su origen.
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Es recomendable realizar méas estudios al respecto, optimizando métodos de lavado
y aumentando la exigencia en cuanto a la pureza del agua para coccién o
considerarla en el analisis.

6.2.3. Vitamina C
Esta determinacién se llevé a cabo en las muestras cocidas y en las muestras
liofilizadas, debido a la baja estabilidad del acido ascorbico que ya se discutid. Los
resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla 7.

Tabla 7. Determinacién de Vitamina C.

Determinacion Variedad/tratamiento
(mg/100g) MixLio MixCo NepLio NepCo

Vitamina C @ 18.181 +0.74¢ | 4.850 £ 0.43P¢ | 13.965+0.43¢ 4.849 + 0.43 bd

MixLio: fraccion cruda liofilizada de la variedad proveniente de Mixquic.
NepLio: fraccion cruda liofilizada de la variedad proveniente de Nepantla.

8 Se presenta el valor promedio de la determinacion + desviacion estandar (n=3), CV<5%.

b |imite de deteccion.

¢ Datos estadisticamente distintos, segn la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Mixquic.

d Datos estadisticamente distintos, segun la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Nepantla.

Como se esperaba, el contenido de Vitamina C en las muestras cocidas es apenas
una fracciébn de su contenido original. El contenido de este compuesto en las
muestras liofilizadas es cercano al reportado (21-27 mg/100 g) (5). La diferencia con
respecto al valor reportado se debe a que se almacené la muestra en forma de
harina, en un envase no ambar sin ningun tipo de tratamiento gaseoso, lo que
aumento la superficie de contacto de la muestra con agentes oxidantes, mermando
Su concentracion.

El tratamiento térmico disminuy6 considerablemente la cantidad de acido ascoérbico
presente en la muestra. Por lo que se puede considerar que las muestras sin
tratamiento térmico son fuente de esta vitamina, al contrario de las muestras
cocidas.

6.3. Factores téxicos

Hay estudios previos que determinaron la toxicologia analitica de las verdolagas y
concluyeron que los factores toxicos relevantes en esta planta no convencional eran
los agentes antinutrimentales oxalatos vy fitatos; asi como un agente tdxico, los
nitratos.
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A continuacion se presentan los resultados de las determinaciones de los factores
toxicos mencionados, en la tabla 8.

Tabla 8. Factores toxicos en las variedades de verdolaga cruday cocida en

forma de harina.

Variedad/tratamiento
Factor toxico
MixCr MixCo NepCr NepCo
Oxalatos (%) 2 10.57 £ 0.17 7.24 +0.29 8.49 + 0.38 6.60 + 0.32
Fitatos (%) @ 2.16 £ 0.02 1.95+0.01 2.25+0.01 1.59 + 0.02
Nitratos (%) 2 6.88 + 0.06 2.31+0.01 5.75 +0.03 1.60 = 0.03

@ Se presenta el valor promedio de la determinacion + desviacion estandar (n=3); CV<5%.

Al igual que se realiz6 en el andlisis proximal, el andlisis de los téxicos y el efecto
del tratamiento térmico sobre estos se efectuara con base en los datos en base seca
(BS). A continuacion se presentaran las tablas exponiendo dichos resultados, junto
con la determinacion estadistica, t student al 99% de confianza.

6.3.1. Agentes antinutrimentales
Se evaluaron dos agentes antinutrimentales: oxalatos y fitatos, cuyos efectos se
discutieron anteriormente. A continuacion se presentan sus determinaciones.

6.3.1.1. Oxalatos
En la siguiente tabla 9 se muestran los resultados para la determinacién de oxalatos
en base seca para ambas variedades con y sin tratamiento térmico.

Tabla 9. Determinacién de oxalatos (BS).

Variedad/tratamiento
MixCr MixCo NepCr NepCo
11.22+0.18° 7.69+0.31° 9.02+0.40°¢ 7.01+£0.34°¢

8 Se presenta el valor promedio de la determinacion + desviacion estandar (n=3), CV<5%.

Agente

Oxalatos (%) 2

b Datos estadisticamente distintos, segun la pruebat student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Mixquic.

¢ Datos estadisticamente distintos, segun la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Nepantla.

En la literatura, los valores reportados de oxalatos se encuentran desde 2.5 hasta
15%, por lo tanto las muestras analizadas son altas en oxalatos para el promedio
(5, 29 y 30).
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Esto se relaciona con la cantidad de cenizas y de nutrimentos inorganicos. Se
esperaba una importante cantidad de compuestos secuestradores de nutrimentos
inorganicos dados los resultados obtenidos en la determinacion de hierro y calcio
principalmente. Ademés se aprecia que la variedad de Mixquic es
considerablemente mayor en el contenido de oxalatos que la variedad de Nepantla
lo que nos habla de una planta mas madura y/o una muestra mas contaminada,
ademas de los inherentes efectos de las condiciones de cultivo (29 y 30).

Como se observa en la tabla 9, se encontré diferencia significativa en las muestras
cocidas respecto a las crudas. El tratamiento térmico es efectivo en la reduccion de
este factor toxico antinutrimental, pues lo redujo cerca del 30%.

La importancia del contenido de oxalatos radica en su alta capacidad para
secuestrar calcio mermando su biodisponibilidad. Generalmente se determina el
efecto negativo de éstos al realizar un calculo, relacionando la cantidad de oxalato
presente y calcio de la dieta. Esto ayuda a definir si la muestra en cuestion es fuente
de calcio o no. Los valores de esta relacion fueron los a continuacion presentes:

Tabla 10. Relacion oxalato/calcio.

Variedad/tratamiento
MixCr MixCo NepCr NepCo
3.64 2.50 2.93 2.28

Todos los valores son mayores a 1, lo que significa que las muestras no son fuente
de calcio y aportan suficientes oxalatos para secuestrar calcio exdégeno a las
verdolagas (31). La coccion disminuyé este valor, pero no lo suficiente como para
considerar a las muestras seguras.

6.3.1.2. Fitatos
A continuacion en la tabla 11 se muestran los resultados para la determinacién de
fitatos en base seca para ambas variedades con y sin tratamiento térmico.

Tabla 11. Determinacién de fitatos (BS).

Variedad/tratamiento
Agente - -
MixCr MixCo NepCr NepCo
Fitatos (%) @ 2.29 + 0.02° 2.07 £0.01°" 2.39+0.01¢ 1.68 £+0.026¢

a Se presenta el valor promedio de la determinacion + desviacion estandar (n=3), CV<5%.

b Datos estadisticamente distintos, segun la pruebat student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Mixquic.

¢ Datos estadisticamente distintos, segun la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Nepantla.
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Dado que la principal fuente de fitatos son las plantas de hojas verdes, leguminosas
y cereales, su consumo en paises en desarrollo es alto. Asi mismo, en México la
alimentacion, sobre todo en poblaciones de bajos recursos se fundamenta en
leguminosas y plantas, lo que aumenta el riesgo de la poblacion de ingerir &cido
fitico en la dieta.

No hay muchos estudios sobre el contenido de acido fitico en verdolaga, pero de
los pocos en los que se menciona el contenido reportado es de 0.8-0.9% (33 y 53).

Los valores determinados para las variedades de Mixquic y Nepantla se encuentran
muy por encima de los pocos valores determinados hasta ahora. Estos elevados
datos sefialan de nuevo la madurez de las plantas (29 y 30).

Pese a que si se encontré diferencia significativa entre las muestras crudas y
cocidas, el valor de las muestras cocidas, 2 y 1.7, sigue sin ser lo bastante bajo, aun
rebasa los reportados. Los efectos del acido fitico pueden ser benéficos o dafiinos,
dependen de la dieta completa del consumidor. Si la dieta es deficiente en
nutrimentos inorganicos y proteinas, el acido fitico tendra efectos adversos al
secuestrar las bajas concentraciones de estos nutrimentos; en cambio si la dieta
aporta las adecuadas cantidades de nutrimentos inorganicos y ademas es rica en
hidratos de carbono y lipidos, su efecto sera benéfico por lo discutido anteriormente
(19y 34).

6.3.2. Agente toxico
Se determind el contenido de nitratos en las muestras de verdolaga.

6.3.2.1. Nitratos
En seguida se presenta la tabla 12 con los resultados obtenidos tras la
determinacién de nitratos y su analisis estadistico, para ambas variedades con y sin
tratamiento térmico, expresados en base seca.

Tabla 12. Determinacién de nitratos (BS).

Variedad/tratamiento
Agente : -
MixCr MixCo NepCr NepCo
Nitratos (%) 2 7.30£0.07° 2.45+0.01° 6.11 £ 0.03¢ 1.70 £ 0.03°¢

a Se presenta el valor promedio de la determinacion + desviacion estandar (n=3), CV<5%.

b Datos estadisticamente distintos, segln la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Mixquic.

¢ Datos estadisticamente distintos, segun la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Nepantla.
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Las muestras estudiadas tienen contenidos de nitratos bastante por encima del
minimo reportado en la literatura; se reporta que la verdolaga es una planta rica en
nitratos, supera normalmente el 4.21% en base seca (51).

Una vez mas, los valores elevados en esta determinacion son clara sefial de la
madurez de la planta. Asi mismo, la cantidad de nitratos presentes en las plantas
se ven alterados por el uso indiscriminado de fertilizantes.

Los nitratos y oxalatos estan relacionados, por un mecanismo sinergista ain no muy
detallado, pero se reporta que a mayor disponibilidad de nitratos, la planta
incrementa su sintesis de oxalatos (29). Entonces se espera que si hay alto
contenido de uno de estos factores toxicos, se refleje en el otro. Si se retoma por un
momento la tabla 8 se puede apreciar que esta observacion se mantiene. La
muestra procedente de Mixquic muestra mayor contenido de nitratos, asi como de
oxalatos, que la variedad de Nepantla, lo que concuerda con lo antes expuesto.

La coccién fue muy efectiva para disminuir este agente téxico, pues lo disminuyo
practicamente un 70%. Segun la IDA (de 3.7 mg/kg p.c./dia) un adulto de 75 kg no
debe consumir mas de 5 g diarios de las muestras crudas en forma de harina,
mientras que si estan cocidas puede consumir mas de 10 g.

A continuacion se presentan los valores de los factores toxicos en muestra fresca
para tener un panorama real de la toxicidad de las verdolagas.

Tabla 13. Factores toxicos en las variedades de verdolaga cruda y cocida en
forma fresca.

Factor t6xico Variedad/tratamiento
(9/100 g de muestra) MixCr MixCo NepCr NepCo
Oxalatos @ 0.67 +0.011° 0.46 +0.018° 0.54 + 0.024°¢ 0.42 £ 0.021¢
Fitatos 2 0.14 +£ 0.001° 0.12 + 0.001° 0.14 +0.001°¢ 0.10 £ 0.002°¢
Nitratos @ 0.44 +0.004 © 0.15 + 0.001° 0.37 £ 0.002°¢ 0.10 £ 0.002°¢

8 Se presenta el valor promedio de la determinacion + desviacion estandar (n=3); CV<5%.

b Datos estadisticamente distintos, segun la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Mixquic.

¢ Datos estadisticamente distintos, segun la prueba t student al 99% de confianza, entre tratamientos
(cruda y cocida) para la variedad de Nepantla.

Como se observé en los valores del andlisis proximal en muestras frescas, en la
tabla 4, los toxicos también disminuyen si se consideran en muestra fresca, pues el
contenido de agua es alto. El efecto de la coccién es menos evidente en estas
cantidades, pero la diminucién que promueve es importante. Las cantidades de los
toxicos analizados aun son altas y representan cierto riesgo, pero tras someterse a
coccion, el riesgo por consumir estas variedades de verdolagas disminuye.
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7. CONCLUSIONES

LJ}

-

-

-

-

-

Se trabajaron dos variedades mexicanas de verdolaga y se trataron para obtener
las harinas correspondientes de muestras crudas, cocidas y liofilizadas.

Se realiz6 el analisis bromatoldgico y se encontré que el mayor componente de
esta planta fueron los hidratos de carbono, en seguida las proteinas, cenizas,
fibra cruda y grasa cruda como componente minoritario.

Tras la coccion: los hidratos de carbono y la grasa cruda aumentaron, las cenizas
disminuyeron, fibra y proteina crudas no sufrieron cambios.

Se determind la digestibilidad proteinica; tras la coccion la biodisponibilidad
aumento en la variedad de Mixquic y en la variedad de Nepantla se mantuvo
igual.

El efecto de la coccion sobre los nutrimentos inorganicos no fue contundente. Se
provocaron interferencias debido al origen del agua para coccion y el método de
acondicionamiento de la muestra.

Las muestras presentaron altos contenidos en los factores toxicos analizados
(oxalatos, fitatos y nitratos). La coccién tuvo efectos benéficos y disminuy6 estos
valores, particularmente los nitratos.

Segun la relacién oxalato/calcio, la verdolaga demostré ser mala fuente de calcio
y puede interferir con calcio exégeno a la verdolaga.

El contenido de acido fitico fue alto y la coccion promovié una disminucion
promedio del 20%. Las consecuencias de su consumo dependen de la dieta
completa del individuo.

La forma de consumo es en fresco, por lo que al considerar humedad superior al
90%, los valores de todas las determinaciones disminuyeron.

El efecto producido por la coccion se mostro claramente, no dafio drasticamente
el aporte nutricio de las muestras; se perdié la Vitamina C, pero aumenté la
digestibilidad de una variedad. Y lo mas importante es que disminuyo
significativamente las cantidades de factores toxicos presentes.

No es recomendable consumir con mucha frecuencia ni en altas cantidades la
verdolaga cruda, pero puede tolerarse un consumo moderado si se encuentran

cocidas, a reserva de la dieta completa del individuo y su estado de salud.
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