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RESUMEN

La papa es originaria de América. Se estima que existen alrededor de 2000 especies
del género Solanum, de las cuales el mayor niimero de especies tanto silvestres
como cultivadas existen en el Continente Americano, distribuidas principalmente en
los andes de Peru y Bolivia. Actualmente el consumo de papa a nivel mundial es
alto, y son pocas las especies cultivadas, dejando a aun lado las especies silvestres,
que en ocasiones son utilizadas para alimentar ganado.

Poco se conoce de la composicion de las especies nativas de nuestro pais, por lo que
resulta importante conocer su valor potencial como alimento.

Para este estudio se colectaron 4 especies silvestres en las zonas de San Luis Potosi,
Zacatecas y Guanajuato. Las especies colectadas son las siguientes:

- Solanum polytrichon colectada en La Tesorera, Zacatecas

- Solanum ehrenbergii colectada en San Angel de Rio, San Luis Potosi

- Solanum cardiophyllum, colectada en las regiones de La Amapola, San Luis Potosi
y en San Elias, Guanajuato

- Solanum staloniferum, colectada en El Jacalon, San Luis Potosi

Las muestras frescas se dividieron en dos lotes de los cuales se obtuvieron las
harinas liofilizadas y las sometidas a tratamiento térmico de las pulpas y cascaras.
De manera simultanea se trabajo con la parte aérea de las especies estudiadas.

Los analisis que se realizaron fueron los siguientes:

-Analisis proximal (Proteina bruta, Extracto etéreo, Fibra bruta, Cenizas y
Carbohidratos por diferencia)

-Contenido de proteina verdadera

-Contenido de aminoacidos

-Analisis toxicologico (Lectinas, Inhibidores de tripsina y Alcaloides)

-Toxicidad in vitro y Citotoxicidad con linfocitos

En las cascaras solamente se cuantifico alcaloides.

Con los resultados se obtuvieron las siguientes conclusiones:

-La composicion quimica fue muy similar entre las especies estudiadas y también
muy semejante a la de la papa comercial (Solanum tuberosum), siendo su mayor
componente quimico los carbohidratos como corresponde a este tipo de especies
tuberosas.

Los aminoacidos limitantes en todas las especies fueron los azufrados y el segundo
aminoacido limitante fue la treonina.

-El principal téxico encontrado en las papas silvestres fueron los alcaloides,
distribuidos principalmente en la cascara.

-Con las dos pruebas in vitro escogidas para medir la toxicidad no fue posible
encontrar una relacion entre la concentracion de alcaloides y toxicidad.



OBJETIVO GENERAL

Conocer el contenido nutrimental y la posible utilizacion en la
alimentacion humana de algunas especies de papas silvestres nativas de la
Republica Mexicana, considerando su composicion quimica asi como la
presencia de sustancias toxicas que quizas hayan impedido su consumo humano

y animal en el pasado.

OBJETIVOS PARTICULARES

Conocer la composicion bromatologica de algunas especies silvestres del

género Solanum.

Realizar el analisis cuantitativo de alcaloides en las especies silvestres de

Solanum.

Cuantificar los factores antifisiologicos presentes en las especies

silvestres de papas.

Medir el efecto toxico in vitro y citotoxico de las especies silvestres de
Solanum colectadas.



INTRODUCCION

La papa representa uno de los alimentos mas importantes del mundo, esto se
debe a que su cultivo puede adaptarse a diferentes terrenos, altitudes y climas,
ademas del aporte energético que representa y su bajo costo.

La papa es originaria de América. Los tubérculos de estas especies fueron
empleados en la alimentacion desde tiempos remotos y fueron parte de la dieta
de los primeros pobladores de América. Con la llegada de los espaiioles la papa
fue llevada a Espaiia, donde posteriormente fue distribuida a Europa.

Se estima que en el mundo existen alrededor de 2000 especies del género
Solanum, de las cuales hay alrededor de 160 especies silvestres y solamente
son 8§ las especies mas cultivadas y 2 las mas importantes (Solanum tuberosum
L.y Solanum tuberosum var. andigenum Juz. & Buk).

El mayor numero de especies, tanto silvestres como cultivadas, existe en el
Continente Americano. Se estima que hay 90 especies de papa silvestres, y
aproximadamente 400 variedades de papa cultivada, distribuidas
principalmente en los Andes de Peri y Bolivia. En nuestro pais, se han
clasificado 33 especies silvestres del género Solanum y aproximadamente 20
variedades de Solanum tuberosum

Actualmente, el consumo de papa a nivel mundial es alto, y son pocas las
especies cultivadas, dejando a un lado las especies silvestres, que en ocasiones
son utilizadas para alimentar ganado. Es por esto, que el estudio de papas
silvestres resulta interesante para conocer su composicion y posible uso para
aprovechar los recursos regionales.

Este estudio se enfocod exclusivamente a conocer la composicion quimica y
toxicologica de algunas de las especies silvestres del género Solanum nativas
de nuestro pais.

(8]



ANTECEDENTES

PAPA (Palabra de origen Quechua)

La papa es originaria de América No existe un informe especifico sobre su
introduccion en Europa, pero los primeros en conocerla fueron los espaiioles
cuando llegaron a Perti, donde se encontraba el antiguo imperio Inca en 1532,
El primer dato que se tiene sobre el uso de la papa en la alimentacion es de
1573 de un hospital en Sevilla, Espafia. En esa época aun se desconocia la
importancia de ésta en la alimentacion de los pueblos de los Andes.

De Espafia paso a Italia y de ahi a Inglaterra en 1596; posteriormente paso a
Alemania en 1601.

En Inglaterra, el botanico John Gerard incluyo la papa en un catalogo en 1596.
Debido a problemas en la adaptacion del cultivo de la papa, principalmente por
el clima europeo y a que inicialmente solo se obtenian papas pequefas, el
potencial de la papa fue pasado por alto y solo se vio como una novedad
botanica. Paso largo tiempo para que la papa tuviera un uso mas comun (1).

Se ha descubierto que muchas de las especies silvestres tienen una alta
resistencia a plagas, por lo que actualmente existen programas de investigacion
para incluir estas variedades en la alimentacion.

Por definicion la papa es un tallo subterraneo y no una raiz, ya que posee
nodos, 0jos y otras caracteristicas de los tallos (2).

Las especies de papa pertenecen a la seccion Petota del subgénero Potatoe del
género Solanum de la familia Solanacea. De esta seccion existen 8 especies
cultivadas, siendo las mas importantes Solanum tuberosum L. y Solanum
tuberosum var. andigenum (3).

Algunos autores en el siglo XVIII y XIX suponian que las papas silvestres
escaparon de los cultivos y que solamente requerian ser cultivadas para
regresar a la domesticacion. Mucho tiempo y esfuerzo fue desperdiciado
durante el siglo XIX y principios del XX en intentos por convertir especies
silvestres como Solanum maglia, S. commersonn Dinal y S. chacoénse Bitter,
en papas comestibles (4).

Con el tiempo se ha logrado que la papa sea uno de los alimentos mas
consumidos a nivel mundial, esto gracias a su bajo costo y alto rendimiento en
su cultivo.



PRODUCCION DE PAPA Y FACTORES QUE LA AFECTAN

La papa se cultiva en muchas partes del mundo, siendo los principales
productores a nivel mundial la Ex-Union Soviética, Polonia, Alemania, Estados
Unidos y Francia.

En nuestro pais, de acuerdo a la Direccion General de Estadistica, S.A.R.H. de
1992, la superficie total cosechada fue de 71,121 Ha, con un rendimiento
promedio de 16.818 Ton/Ha y una produccion total de 1,212,915 Ton. Los
principales estados productores de la Republica Mexicana son Sinaloa, Puebla
y Edo. de México.

Dependiendo de la calidad y cantidad de la cosecha, es la parte de la
produccion que se destina a la fabricacion de almidon y alimento para animales,
aunque el principal objetivo es la alimentacion humana.

La cantidad de papa que se procesa ha ido aumentando en los Gltimos afios. De
manera simultanea la cantidad de papa que se utiliza fresca ha disminuido. (5)
Algunos factores que tienen influencia sobre la produccién de papa son el tipo
de suelo, pH, humedad, temporada, composicion mineral del suelo, control de
insectos y enfermedades, temperatura, control de maleza y tiempo de cosecha
(6) . A continuacion se explicaran mas ampliamente estos factores.

a. Cultivares

Las variedades de papa difieren en el tiempo de madurez, apariencia, calidad y
resistencia a enfermedades y plagas. Las primeras variedades cultivadas eran
asperas, de forma irregular, con gran nimero de “ojos” y poca resistencia a
enfermedades y plagas. Con estas desventajas, a partir de 1925 en el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos se empezaron a mejorar las
variedades logrando que estas sean de forma homogénea , pocos “0jos”,
resistentes a enfermedades y plagas. Actualmente en Peru y Holanda existen
Centros Internacionales de Papa, donde se continua investigando el
mejoramiento de las distintas variedades de papa.

b. Clima

Los factores climaticos que afectan el cultivo de papa son la temperatura,
intensidad y periodo de luz, lluvias y duracidn del ciclo de cultivo. La papa esta
clasificada como un cultivo de temporada fria. La mejor temperatura para el
cultivo de papa es de 20°C. La temperatura resulta importante por que tiene



influencia sobre el grado de absorcion de nutrimentos y su distribucion dentro
de la planta, influye también sobre la fotosintesis y el grado de respiracion.

A bajas temperaturas el grado de respiracion es menor que el de la fotosintesis,
resultando en una mayor acumulacion de hidratos de carbono en el tubérculo.

c. Suelo

Los factores del suelo tienen influencia sobre el crecimiento y estructura del
tubérculo, estos factores son: aereacion, capacidad de retencion de agua,
temperatura, drenaje y nutrimentos.

El pH 6ptimo del suelo es de 5.0-5.5. El contenido de humedad del suelo es un
factor importante que determina el tiempo de cosecha.

d. Fertilizantes

La papa requiere de grandes cantidades de minerales para su desarrollo,
particularmente de nitrégeno y potasio.

Por estudios realizados se conoce que a edad temprana el cultivo de papa
requiere fosforo. Otros nutrimentos como magnesio, cobre y zinc son
importantes para la calidad nutricional de la papa.

e. Enfermedades de las papas

Las enfermedades, plagas y medio ambiente pueden afectar la produccion 6 la
calidad de la papa.

El ataque de microorganismos causa la pérdida mas seria en la produccion de
papa. Las enfermedades pueden causar pérdidas cualitativas y cuantitativas .
Las pérdidas patogénicas cuantitativas resultan de la rapida y extensiva ruptura
de los tejidos de la papa, como es el caso de la putrefaccion rosa, putrefaccion
seca, putrefacciones bacterianas y algunas enfermedades por virus.

Las pérdidas patogénicas cualitativas son tipicamente el resultado de
enfermedades como: costras negras y plateadas ¢ enfermedades deformativas
como verrugas. Todas estas enfermedades afectan la apariencia de la papa y
por lo tanto hay una influencia sobre el valor del mercado.

Algunas de las enfermedades mas comunes en la papa son las siguientes:

Enfermedades bacterianas causadas por:

- Erwinia phytophthora Appei

- Erwinia caratorova Jones

- Corinebacterium sepedonicium (Spiedk and Kotth) (Skapt and Burkh)
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- Pseudomonas solanacearum E. F. Smith

Enfermedades por hongos causadas por:

- Enmohecimiento por Puccinia pitteriana
- Manchas por Thecapora solani

- Verrugas por Synchytrium endobioticum

Las plagas por nematodos incluyen:
- Globodera (Heterodera) spp.

- Globodera rostochionsis

- Globodera pallida

Insectos que atacan cultivos de papa:
- Drasterius spp.
- Lemonium spp.
- Hypolithus spp.

COMPOSICION QUIMICA DE LA PAPA

Los alimentos de origen vegetal representan el mayor aporte nutrimental en la
alimentacion de paises subdesarrollados. Esto se debe al bajo costo que tienen
los productos vegetales comparados con los productos de origen animal. Entre
todos los alimentos de origen vegetal, la papa es uno de los veinte alimentos
mas consumidos a nivel mundial, debido a sus caracteristicas de cultivo, que la
hacen facilmente adaptable en una extensa variedad de nichos ecologicos (7,8).
La papa es rica en hidratos de carbono, posee ademas cantidades significativas
de otros componentes como proteinas, minerales y vitaminas.

La composicion quimica de la papa depende de varios factores como la
variedad, el almacenaje, la temporada de cosecha, tipo de suelo, condiciones de
precosecha, y el método de analisis usado por el investigador (6).

Se ha descrito a la papa como un alimento bajo en grasa, fuente importante de
vitamina C, hierro y vitaminas del complejo B.



Los principales componentes de la papa seran descritos a continuacion:
1. Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono constituyen aproximadamente el 80 % de los solidos
totales de la papa. Son el segundo componente en cantidad (el primero es el
agua).

La contribucion energética de las papas varia dependiendo de como hayan sido
cocinadas, en agua o aceite.

Las papas cocidas proveen 0.3 MJ/ 100 g , las papas fritas 0.6 MJ/ 100 g , es
decir, 5y 15 % respectivamente, de los requerimientos diarios.

Entre los hidratos de carbono presentes en la papa existen diferentes tipos,
entre ellos se encuentran:

a. Almidon

El almidon es el principal hidrato de carbono en las papas. Mucho del almidon
presente se encuentra en forma de granulos.

Algunos de los factores que influyen en el contenido de almidén son:

-la fertilizacion del cultivo

-la temperatura de almacenamiento de las papas

-las enfermedades de las papas’

-la aplicacién de agentes quimicos como plaguicidas

-l tiempo de madurez. de las papas (se ha observado que la amilosa se
incrementa con el tiempo de madurez (9))

-Tratamientos mecanicos postcosecha (incrementan la degradacion de alimidén.
En el almidén la amilosa se encuentra en una proporcion de 18.5 a 32 %.

Los tubérculos con granulos de almidéon pequefios contienen una mayor
cantidad de amilosa que los tubérculos que tienen granulos mas grandes.

b. Azicares

El contenido de azucares en la papa puede variar desde “huellas™ hasta un 10
% del peso en base seca del tubérculo.

La sacarosa, la glucosa y la fructosa comprenden el mayor contenido de
azlicares presentes en la papa.

Existen también cetoheptosa, melibiosa, melesitosa, y rafinosa en bajas
concentraciones (9).

Algunos de los factores que influyen en el contenido de azucares son:



-el tiempo de cosecha

-la temperatura de almacenamiento (aumenta el contenido de aziicares a baja
temperatura)

-la presencia de brotes incrementa el contenido de aziicares

Se ha observado también que existe una mayor concentracion de aziicares en el
centro de la papa que en la parte exterior.

Las papas almacenadas bajo atmosfera de nitrogeno no acumulan azucares y se
va perdiendo el contenido de almidon.

c. Otros hidratos de carbono

Otros hidratos de carbono presentes en la papa son la celulosa, substancias
pécticas (como protopectina, pectina soluble y acido péctico), hemicelulosa
(contiene acido glucorénico, xilosa, acido galacturénico y arabinosa) y otros
polisacaridos. La celulosa constituye de un 10-12 % y las substancias pécticas
de 0.7a 1.5 %.

La cascara contiene cerca de diez veces mas de pectina que la pulpa. La
protopectina constituye aproximadamente 70 % del total de las sustancias
pécticas.

El almacenamiento de las papas incrementa la pectina soluble y disminuye la
protopectina. La pectina soluble representa aproximadamente el 10 % del total
de sustancias pécticas.(6)

d. Fibra

A 1ltimas fechas la fibra ha recibido mayor atencion ya que ha sido relacionada
con la prevencion de enfermedades como diverticulosis, ataques al corazon,
cancer de colon y diabetes.

En la papas frescas el contenido de fibra se encuentra entre 1-2 %  Este
contenido resulta bajo al compararlo con otras raices y tubérculos y mucho mas
bajo que la encontrada en cereales y leguminosas. (10).

2. Constituyentes nitrogenados

El contenido de nitrogeno en los tubérculos esta influido por las condiciones de
cultivo y medio ambiente en las cuales la papa crecio. Se ha encontrado una
relacion inversa entre el contenido de almidén y nitrégeno (6).

Los diferentes constituyentes nitrogenados de la papa son los siguientes:



a. Proteinas

El contenido de proteinas en la papa varia de 1-2 % (base himeda), a pesar de
tener un contenido bajo, en estudios realizados se indica que la proteina de la
papa es de buena calidad.

Las dos principales proteinas de la papa son la tuberina y la tuberinina (5) .
Solo la mitad del nitrogeno esta en la forma de proteinas. Algunos resultados
indican que la proporcion de nitrégeno proteinico y no proteinico varia
enormemente de una variedad a otra Se ha demostrado también que los
materiales nitrogenados no se encuentran distribuidos de manera uniforme en
todo el tubérculo asi, los materiales nitrogenados estan presentes
principalmente en la cascara y corteza.

b. Aminoacidos

Del total del mitrogeno presente en el tubérculo, la fraccion no proteinica
comprende desde la mitad hasta dos terceras partes, presente en la forma de
aminoacidos libres.

En la papa, la asparagina y la glutamina estan presentes en cantidades muy
similares y juntas constituyen cerca de la mitad del total de aminoacidos.

La metionina y cistina/cisteina son los aminoacidos limitantes de la papa, esta
deficiencia puede resolverse al suplementar dietas de papa con cereales.

Se ha encontrado que la calidad de la proteina de la papa es superior a la del
arroz. El PER encontrado en ratas alimentadas con papa es alto (11).

La calidad de las proteinas de la papa varia considerablemente entre lotes de la
misma variedad. Existe poca informacion en lo concerniente a la influencia de
la variedad, practicas culturales, factores de clima y medio ambiente sobre la
calidad de la papa.

c. Enzimas

Otro de los componentes proteinicos de la papa son las enzimas, entre estas se
encuentran: polifenol oxidasa, peroxidasa, catalasa, esterasa, enzimas
proteoliticas, invertasa, fosforilasa y acido ascorbico oxidasa. Estas enzimas
tienen influencia sobre las propiedades de procesamiento de la papa y se
encuentran involucradas en los brotes (6).
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3. Lipidos

La cantidad de lipidos presentes en la papa es baja (aproximadamente 0.1 % en
la papa fresca), aunque algunos autores sefialan que la calidad de los lipidos de
la papa no debe ser juzgada por su cantidad.

4. Vitaminas

Las papas son una fuente excelente de acido ascorbico, tiamina, niacina,
piridoxina (y sus derivados) (12).

El contenido de vitaminas en las papas varia dependiendo algunos factores
como: variedad, madurez, tipo de suelo, condiciones de almacenamiento y
temperatura de cocimiento.

La papa puede contener 30 mg 6 mas de acido ascorbico por 100 g de peso de
tejyido fresco, este valor disminuye cuando las papas son almacenadas, cocidas
o procesadas.

La vitamina C en la papa estd presente tanto en la forma reducida (ac.
ascorbico) como en el estado oxidado (ac. deshidroascorbico), pero el
contenido de este tltimo es usualmente bajo (13).

La vitamina C es un nutrimento abundante en la papa, necesario en la dieta ya
que por ser un antioxidante reacciona con radicales libres.

Otra de las vitaminas que se encuentran en la papa es la vitamina B, la cual ha
sido propuesta para el tratamiento de enfermedades cronicas como anemia,
asma, cancer y enfermedades cardiovasculares. La papa es la tercera fuente
importante de vitamina Bg para adultos de 19-74 afios, superada por la carne de
res y bebidas alcohdlicas.

S. Minerales

La papa es un buen aportador de hierro, fosforo, magnesio y otros minerales.

El contenido de hierro es comparable al encontrado en otras raices y
tubérculos. La papa tiene una disponibilidad de hierro superior a la de otros
alimentos vegetales.

La papa también es una buena fuente de foésforo. Un porcentaje bajo de este se
encuentra en la forma de acido fitico. Como se sabe, el acido fitico interactia
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con el calcio, hierro y zinc en la forma de fitatos. Este tipo de complejos no se
encuentran disponibles para ser absorbidos por el organismo.

Las papas aportan poco calcio y sodio, pero son abundantes en potasio. Por
esta razon las papas pueden usarse en dietas para restringir el contenido de
sodio en pacientes con presion sanguinea alta.

Otros minerales encontrados en la papa son el magnesio, cobre, cromo,
manganeso, selenio y molibdeno. (6)

FACTORES  ANTIFISIOLOGICOS 'Y COMPUESTOS
TOXICOS PRESENTES EN PAPA

Existe un alto contenido de proteinas en el reino vegetal que no es explotada
por el hombre para su alimentacion y la de animales. Esto se debe a la
presencia de factores toxicos y antifisiologicos que limitan el consumo de
especies silvestres.

Estos factores limitantes pueden desaparecer con la ayuda de procesos
tecnologicos.

Entre los factores toxicos mas comunes en los materiales vegetales se
encuentran; inhibidores de proteasas, hemaglutininas, factores bociogénicos,
saponinas, alcaloides y aminoacidos raros, principalmente (6).

La deteccion de estos factores resulta importante, ya que en casos extremos
algunos de estos toxicos pueden llegar a causar la muerte al ser consumidos. En
la papa se ha identificado la presencia de factores toxicos y antifisiologicos que
a continuacion se describen .

1. Hemaglutininas (o lectinas)

Desde 1888 ya se conocia el efecto aglutinante de las lectinas.

Las lectinas han sido detectadas en virus, bacterias, algas, hongos, plantas
superiores, esponjas, crusticeos, moluscos y en otros invertebrados 'y
vertebrados.

11



La lectinas son proteinas (en su mayoria glicoproteinas) con una afinidad muy
selectiva por los residuos glicosidicos presentes en la superficie de los globulos
rojos, de ahi que el nombre de lectina derive del latin “legere” que significa
elegir.(14)

Se ha sugerido que las lectinas constituyen una clase especial de proteinas de
almacenaje. Las semillas de leguminosas pueden presentar hasta un 20 % de
lectinas del contenido total de proteina.

Se ha observado que en general las lectinas se concentran en las semillas, pero
en otras partes de la planta puede haber lectinas las cuales pueden ser idénticas,
similares o diferentes de las que se encuentran en la semilla.

En cuanto al género Solanum, Marcusson y Begun observaron en 1925
actividad hemaglutinante en el jugo de papa. Posteriormente una lectina de
papa fue purificada en 1962 por Ensgraber. La actividad aglutinante varia en
los diferentes cultivares de papa; algunos son escasos en actividad aglutinante
mientras que otros presentan altos titulos de aglutinacion. ( 15,16)

Las lectinas de la papa tienen especificidad por azucares, similar a las.lectinas
del germen de trigo (17).

Existen muy pocos estudios disponibles sobre el significado nutricio de las
lectinas de la papa (6).

Las lectinas en una primera etapa se unen a las células epiteliales en el
intestino, ocurriendo asi cambios en el proceso de absorcion.

Las lectinas especificas de N-acetilglucosamina (como las del germen de trigo
y papa) y las que tienen especificidad sobre hidratos de carbono complejos, se
unen avidamente al epitelio del intestino delgado de ratas, interfiriendo con la
absorcion.

Las lectinas varian considerablemente en la naturaleza y efecto antifisiologico;
algunos de los efectos son los siguientes (18):

- Se ha observado una pérdida del misculo esquelético en ratas alimentadas
con dietas altas en lectinas.

-Interfieren en la secrecion y sintesis de insulina pancreatica.

-Las dietas altas en lectinas pueden causar reduccion en el tamaiio del timo y
un ligero aumento en el tamafio del higado (las implicaciones fisiologicas y
metabolicas de estos cambios permanecen desconocidas).

-Las lectinas actuan como factores de crecimiento del intestino de ratas, por lo
que puede doblar su peso de 5 a 10 dias. Este incremento se debe a la
hipertrofia e hiperplasia.

-Inducen también el crecimiento del pancreas.
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-Causan acortamiento de las vellosidades, ruptura severa y desarrollo anormal
de la microvellosidades del intestino. Esto causa finalmente una reduccion en la
actividad enzimatica propia del intestino hay un efecto sobre enteroquinasa,
leucina aminopeptidasa,  fosfatasa alcalina, maltasa, sacarasa y una
disminucion en la absorcion de los lipidos, glucosa y electrolitos.

-Provocan cambios en la flora intestinal, debido quiza a que se incrementa el
nimero de sitios potenciales de union a bacterias en el epitelio del intestino
delgado.

-Causan también un incremento en la excrecion de material endogeno.

Por otra parte, las lectinas tienen un papel benéfico dentro de la planta ya que
protegen a la misma contra depredadores y parasitos.

2. Inhibidores de proteasas

Los inhibidores de proteasas son proteinas que inhiben la actividad proteolitica
de ciertas enzimas. En el reino vegetal se encuentran distribuidos
principalmente en las leguminosas.

En las plantas tuberosas, como la papa, se encuentran distribuidas tanto en las
hojas como en el tubérculo.

En los cereales se encuentran distribuidos principalmente en el endospermo y
en menor cantidad en el germen.

En el caso de la papa (Solanum tuberosum), la concentracién de inhibidores de
proteasas se encuentran entre 15-25% de las proteinas solubles del tubérculo.
Se han identificado 13 diferentes clases de inhibidores, de los cuales 10 se han
purificado y caracterizado parcialmente dentro de tres categorias (15) :

Inhibidor 1 peso molecular de 39 000
Inhibidor 11 peso molecular de 2 100
Inhibidor de carboxipeptidasa peso molecular de 4 100

Los tubérculos presentan altas concentraciones de inhibidores de proteasas (20-
23). Entre estos inhibidores de proteasas se encuentran: los inhibidores de
tripsina, de quimotripsina (19) y el inhibidor de la calicreina.

La especificidad de inhibicién varia de un inhibidor a otro .
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Se ha informado también la existencia de un inhibidor de enteroquinasa en
papas (24). Esto resulta importante porque la enteroquinasa inicia la reaccion
que activa las proteinas en el sistema digestivo de los animales, por lo que este
inhibidor puede afectar el proceso de digestion.

La composicion en aminoacidos de los diferentes inhibidores de proteasas en la
papa es similar (25) .

El inhibidor de quimotripsina funciona como una proteina de almacenaje
durante el desarrollo de la planta de papa .

Se ha informado que la coccion 6 el calentamiento por microondas destruyen
mucha de la actividad inhibitoria, pero el inhibidor de carboxipeptidasa es
extremadamente estable.

Se ha encontrado que el inhibidor de quimotripsina es responsable de la baja
utilizacion del nitrégeno en cerdos (26).

La digestibilidad del nitrogeno en la papa cruda es del 32.8 % mientras que la
tratada por calentamiento tiene una digestibilidad del 89.8 %. La digestibilidad
de papas parcialmente cocidas es del 48 %. Estos estudios indican que el bajo
aprovechamiento de los nutrimentos de la papa cruda se debe a la presencia de
factores antifisiologicos.

Estos inhibidores de proteasas presentes en la papa, estan implicados en los
mecanismos de defensa de los tubérculos contra el ataque de plagas (20).

Existe especulacion sobre el papel que juegan los inhibidores de proteasas
dentro de la planta. Su accion es inhibir las proteasas pero se desconoce si esta
accion es directamente a proteasas endogenas O a proteasas exogenas
producidas por organismos que invaden la planta.

Dentro de la planta, los inhibidores de proteasas juegan un papel importante en
el mecanismo de defensa de la planta. Cuando una planta sufre un dafio
mecanico o un ataque por insectos, ocurre una acumulacion de los inhibidores
de proteasas no solamente en el sitio del dafio, sino también en tejidos
adyacentes; y asi suprimen el crecimiento del patégeno invasor.

También se presume que los inhibidores de proteasas impiden la germinacion
durante el almacenamiento de granos ¢ previenen la degradaciéon de proteinas
de reserva durante la maduracion de semillas.

Entre los efectos que producen los inhibidores de proteasas cuando son
ingeridos en la dieta, se encuentran los que causan hipertrofia e hiperplasia del
pancreas en ratas. Algunos autores sefialan que existe una depresion en el
crecimiento causada por los inhibidores de tripsina y puede ser el resultado de
una pérdida endogena de aminoacidos indispensables derivado de una
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La concentracion de glicoalcaloides depende de los siguientes factores:

- La constitucion genética

- Factores de cultivo como suelo, localizacion geografica, clima, edad del
tubérculo y fertilizacion.

- Manejo postcosecha

Dentro del factor postcosecha las condiciones de estres, de almacenamiento, la
exposicion a la luz afectan el contenido de glicoalcaloides. Se ha observado
también que después de un dafio fisico, los tubérculos sintetizan alcaloides que
normalmente no se encuentran presentes.

La funcion que tienen los glicoalcaloides dentro de la papa alin no es clara,
pero su presencia se ha asociado con un papel de proteccion y resistencia
contra los insectos, hongos, etc. que puedan atacar a la planta.

El consumo de papa que presenta altas concentraciones de glicoalcaloides
provoca envenenamiento y esporadicamente son fatales tanto en seres humanos
como en animales. Los sintomas incluyen alteraciones gastrointestinales y
neurologicas; se ha observado que la solanidina es menos toxica que la a-
solanina.

Los alcaloides se han asociado con efectos teratogénicos. (28,15, 30).
Concentraciones mayores a 3 mg/kg peso pueden ser letales a seres humanos .

GENERALIDADES SOBRE BIOENSAYOS TOXICOLOGICOS

Para conocer la toxicidad de un nuevo agente xenobidtico es necesario realizar
pruebas toxicoldgicas que involucran algunas especies animales como:

ratas, ratones, conejos, perros, monos, y otros. Estos son empleados en cinco
areas principales:

-Estudios generales de toxicidad (Con duracion de hasta 1 afio)

-Estudios sobre el efecto de toxicos en la reproduccion (efecto sobre fertilidad,
desarrollo del embrion o desarrollo psicomotor perinatal)

-Ensayos de mutagenicidad, llevados a cabo in vitro observandose daiio a nivel
de DNA.

-Estudios de carcinogenicidad llevados a cabo en roedores.

-Ensayos especiales como hipersensibilidad, fototoxicidad y reacciones en la
piel.



hiperactividad del pancreas como una respuesta compensatoria al efecto del
inhibidor de tripsina.

El inhibidor de quimotripsina encontrado en la papa es destruido rapidamente
con calentamiento.

3. Alcaloides

Los alcaloides son metabolitos secundarios nitrogenados distribuidos
principalmente en el reino vegetal.

En papas y tomates se han encontrado al menos 20 alcaloides estructuralmente
diferentes y cerca de 300 en otras especies de Solanaceae.

La papa comin (Solanum tuberosum) contiene glicoalcaloides derivados
biosintéticamente del colesterol.

En general, los glicoalcaloides estan presentes en bajas concentraciones (0.01 a
0.1 g/100 muestra en base seca) (27,28) ; sin embargo, pueden acumularse
cuando las papas estan inmaduras, son almacenadas, dafiadas o irradiadas.

Los principales glicoalcaloides encontrados en la papa son la a-chaconina y o-
solanina (Figura 1), se encuentran en una proporcion del 95% del total de los
glicoalcaloides presentes ; ambos son derivados glicosilados del aglicon
solanidina, y se ha encontrado que existe ligeramente un mayor contenido de a-
chaconina que de a-solanina.

El resto de la fraccion de glicoalcaloides consiste en otros glicosidos de
solanina, otros alcaloides solanidanos y un segundo tipo de alcaloides, los
spirosolanos.

La concentracion de alcaloides encontrada en papas destinadas a consumo
humano es de 2-13 mg/100 g de peso fresco.

En la papa la mayor proporcion de glicoalcaloides se localiza en la céscara (6
piel), inmediatamente debajo de ella y en areas de alta actividad metabdlica
como las regiones de los “0jos” (29).

En papas que contienen altas concentraciones de glicoalcaloides, estos pueden
encontrarse también difusos en la pulpa. Los tallos, hojas y flores son mucho
mas ricos en glicoalcaloides que el tubérculo

En papas que contienen altas concentraciones de glicoalcaloides, estos se
encuentran también difusos en la pulpa. Los tallos, hojas y flores son mucho
mas ricos en glicoalcaloides que el tubérculo.



Los hallazgos clinicos, hematologicos, bioquimicos, examenes patoldgicos e
histopatologicos ayudan a interpretar los datos cinéticos concernientes a la
absorcion y al metabolismo del agente xenobiotico en animales y en el hombre,
por lo que este tipo de estudios en animales no pueden ser reemplazados
totalmente por pruebas in vitro, ya que la complejidad de un organismo no
puede ser reducida a un estudio celular in vitro.

Actualmente con el progreso de la biologia celular y molecular, asi como con la
mejora en la técnicas de cultivos celulares, cada vez mas y mas investigadores
emplean estudios toxicologicos in vitro con células.

Las técnicas in vitro son empleadas para afinar pruebas con animales esto con
la finalidad de dismunuir el nimero de animales usados y en algunos casos
reemplazar pruebas con animales por pruebas in vitro.

Una de las desventajas de las pruebas con animales es que solo del 20-30 % de
los efectos toxicos encontrados pueden ocurrir en el hombre, por lo que existe
una necesidad de mejorar la prediccion del efecto de una droga sobre el
organismo humano.

El uso de cultivos celulares provee un método no solamente de investigacion de
mecanismos de toxicidad, sino también el de evitar extrapolar problemas
relacionados a las especies, especificamente por el uso de células humanas.

Por razones éticas, econdmicas y cientificas la introduccion de la biologia
celular y molecular dentro de la toxicologia, ha contribuido al desarrollo de
métodos alternativos y complementarios al estudio de la toxicologia in vitro.
Algunas de las ventajas de los ensayos in vitro es que son rapidos, requieren de
pequeiias cantidades de muestra y es posible manejar un gran numero de
muestras.

El hecho de que células humanas (como linfocitos, eritrocitos, etc.) puedan ser
usadas es una de las mayores ventajas de los métodos in vitro, porque los
resultados pueden extrapolarse directamente al hombre. (32)

BIOENSAYO CON Artemia salina

Existen muchos compuestos que son aislados, caracterizados, etc. , pero su
potencial biologico es desconocido. Realizar un estudio para buscar actividad
farmacologica, frecuentemente es mucho mas caro que el proceso de obtencion
y fraccionamiento de la planta, por lo que la bisqueda de actividad especifica
no siempre se realiza.
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El uso de Artemia salina ha facilitado que se realice este tipo de bioensayos,
ademas de que el costo es inferior. En un futuro se debe de pensar en
incorporar bioensayos para conocer la actividad biologica e identificar
posteriormente el compuesto bioactivo; para lo cual tres tecnologias podrian ser
combinadas:

-Técnicas de separacion (cromatografia)

-Métodos de elucidacion  estructural (espectrometros de masas,
infrarrojo,cristalografia, etc.)

-Bioensayos

Hoy en dia, los dos primeros métodos son muy empleados en los productos
naturales, pero se ignora el tercero.

Los bioensayos se puede ayudar a fraccionar y aislar nuevos prototipos de
drogas, principalmente en paises donde existe la medicina tradicional. Una vez
aislados los principios activos, es recomendable un analisis estructural si en
estos compuestos ha sido demostrada previamente una bioactividad alta. Para
monitorear e ir fraccionando nuevos compuestos bioactivos son convenientes
los ensayos de letalidad in vivo. Para este tipo de pruebas Artemia salina ha
dado también buenos resultados con las siguientes ventajas: es rapido el
crecimiento de la larva (24 hrs.), ademas de ser barato y simple, no se requieren
técnicas de asepsia. Utiliza un gran niimero de organismos para su validacion
estadistica, no requiere ningun equipo especial y la cantidad de muestra
empleada es del rango de 2-20 mg.

Este tipo de bioensayos es mas barato que los ensayos citotdxicos, pero no
detectan una actividad fisiologica especifica.

Compuestos antitumorales y pesticidas naturales han sido aislados y su
actividad monitoreada mediante el uso de estos bioensayos. (33,34)

Dichos bioensayos podrian ser empleados para estudiar la toxicidad de
componentes toxicos presentes en muestras vegetales.

CITOTOXICIDAD EMPLEANDO LINFOCITOS HUMANOS

Los linfocitos son células mononucleares de 7-12 p. Contienen cromatina
nuclear densamente empaquetada y un pequeiio borde de citoplasma que se tifie
de color palido con los colorantes de Ramanovsky.

Existen dos tipos de linfocitos:



-Los linfocitos T son células derivadas del timo que participan en diversas
reacciones inmunoldgicas.

-Los linfocitos B son células estrictamente derivadas de las bolsas de Fabricio
en las aves, y por analogia, células equivalentes a las derivadas de la bolsa en
especies no aviarias. Las células B son las precursoras de las células
plasmaticas que producen anticuerpos.

Tanto los linfocitos T como los linfocitos B provienen de las células
precursoras en la médula dsea (35).

Los linfocitos tienen propiedades fisicas heterogéneas, que los hacen diferentes
de las otras células de la sangre. Estas mismas caracteristicas pueden usarse
para distinguir linfocitos y sus subpoblaciones. Las propiedades que mas han
sido estudiadas son: tamafio, densidad, adherencia y carga.

Reacciones

Cuando los linfocitos son incubados con el antigeno al cual son sensibles 6 con
mitdgenos no especificos como fitohemaglutininas, los linfocitos tienen la
capacidad de diferenciarse y transformarse a blastos y proliferar.

Algunos agentes que inducen un efecto sobre linfocitos son:

-Antigenos solubles (bacterianos, fingicos ¢ polen, proteinas, drogas,
polimeros sintéticos de aminoacidos)

-Células alogénicas (cultivos mezclados de linfocitos)

-Fitomitogenos:  fitohemaglutininas de  frijol  (Phaseolus  vulgaris),
Concanavalina A (Canavalia ensiformis), de lenteja (Lens culinaris).

-Productos bacterianos: lipopolisacaridos, enterotoxinas.

-Anticuerpos: antilinfocitos, anti-inmunoglobulinas, hidratos de carbono
especificos.

-Sustancias quimicas: metaperiodato de sodio, metales pesados (zinc, mercurio,
niquel), enzimas proteoliticas (papaina) y calcio. (36)

Aislamiento de linfocitos

En los animales se pueden obtener linfocitos de 6rganos linfoideos, como timo,
bazo y nodulos linfaticos, en los cuales 95 % ¢ mas de las células son
linfoideas.

En el hombre, la obtencion de linfocitos es a partir de la sangre, por lo que el
aislamiento de linfocitos requiere de la eliminacion de eritrocitos, células
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polimorfas y monocitos. El método usual de separacion emplea una mezcla de
Ficoll ¢ triosil, el cual tiene una densidad intermedia entre los linfocitos y las
células polimorfas. Después de la centrifugacion, los eritrocitos y las células
polimorfas atraviesan el Ficoll dejando atras las células mononucleadas
(linfocitos y monocitos esencialmente).

Otro método para separar linfocitos es mediante una filtracion a través de nylon
o a través de una columna de algodon, la cual retiene monocitos y células
polimorfas, pero permite el paso de un porcentaje significativo de linfocitos
puros. La desventaja de esta técnica es que se pierden ciertas subpoblaciones
de linfocitos (B y células T inmaduras) (36).

Los linfocitos se emplean en pruebas de citotoxicidad por que presentan las
siguientes ventajas:

-facil separacion de otras células

-son células vivas

-los resultados pueden extrapolarse a seres humanos

-pueden utilizarse los llamados colorantes vitales

-facil observacion y conteo

Otro tipo de células que han sido empleadas para detectar actividad especifica
de fracciones proteinicas son las células epiteliales (37,38).
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PARTE EXPERIMENTAL

El interés por estudiar las papas silvestres mexicanas se origind al revisarse un
estudio botanico que informaba que en México habian sido localizadas algunas
especies de papas silvestres, cuya composicion quimica y toxicologica no era
conocida, pero que se sabia del efecto toxico de algunas de ellas.

Para este estudio se recolectaron 4 especies de papas silvestres en la zona del
altiplano de San Luis Potosi y Zacatecas, y una especie en Guanajuato,. en
dicha recolecta se incluyo la parte aérea de la papa (tallo y hojas) y el
tubérculo.

A continuacion se muestra la clasificacion de los especimenes colectados, el
lugar donde se colectaron, los nombres de los colectores, los numeros de
registro y el herbario donde depositaron los ejemplares.

-Solanum polytrichon Rydb
La Tesorera; terreno de cultivo, Mpio. Panfilo Natera, ZACATECAS 10
septiembre 1994; M. Luna C., A. Ruiz C. y M: C. Lépez 1033 (FEZA).

-Solanum ehrenbergii (Bitt.) Rydb ,
San Angel del Rio; terreno de cultivo, Mpio. Salinas, SAN LUIS POTOSI: 1
octubre 1994; M. Luna C. y A. Ruiz C. 1037 (FEZA).

-Solanum cardiopyllum Lindl.
San Elias; terreno de cultivo, Mpio. Dolores Hidalgo, GUANAJUATO, 10
septiembre 1994; M. Luna C., A. Ruiz C. y M. C. Lépez 1032 (FEZA).

-Solanum cardiophyllum Lindl.
La Amapola, Ejido Escalerillas, terreno de cultivo, Mpio. San Luis Potosi, SAN
LUIS POTOSI, 2 octubre 1994; M. Luna C. y A. Ruiz C. 1038 (FEZA).

-Solanum staloniferum Schlechtd
La Amapola, Ejido Escalerilla; terreno de cultivo, Mpio. San Luis Potosi, SAN
LUIS POTOSI, 16 septiembre 1994; M. Luna C. y A. Ruiz C. 1035 (FEZA).
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Para el estudio de estas especies silvestres, el material fresco se dividié en dos
partes (Esquema 1). El primer lote fue sometido a tratamiento térmico (15 Ib,
10 min. y 121°C) con la finalidad de inactivar enzimas, posteriormente se
separ0 la cascara de forma manual y, tanto esta parte como la pulpa fueron
secadas en estufa de vacio a una temperatura de 60-65 °C, y molidas para
obtener finalmente la harina.

En el segundo lote, se realizo la separacion de cascara y pulpa de forma manual
en el material fresco, ambas partes se liofilizaron por separado para obtener la
harina.

La parte aérea formada principalmente de hojas tallos fue secada al sol.

Para el estudio de las especies silvestres de papa colectadas se realizo el
siguiente disefio experimental:

DIAGRAMA DE BLOQUES
(Mot 1l ] Papas Silvestres N Parte aérea
ote I e > Lote
e (muestra fresca)
Separacion Céscara T - Desecacion
ratamient
Humedad tSTIe0
Pdlpa Llohhzamonl e
olienda
Vitamina C Separacion
Harina
Liofilizacion v Pulp: Cascara Harlna
Alcaloides Pulpa I
Harina Desecacion]  Proteina !ruda
y verdadera
Cuantificacion de factores ~ Prueba de toxicidad Cuantificacion de factores
e PN .. . IO \: B - X1C t v
toxicos y antifisiologicos i vitro y Citotoxicidad [ Molienda toxicos y antifisiologicos
l 1 Lec{inas
ides Inhibldores de ibi s de tripsin:
Alcaloides tripsima . Inhibidores de tripsina
LCC‘ ’illaS h Hal'lna ﬁ Alca]()ides

o Y
Proteina verdadera Aminoicidos  pryebas de toxicidad
in vitro y Citotoxicidad

Analisis bromatologico

Esquema 1
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ANALISIS PROXIMAL

Realizado de acuerdo a las técnicas oficiales del AOAC (39), el cual consta de
los siguientes analisis (40):

-Humedad

-Cenizas

-Grasa bruta

-Proteina bruta

-Fibra bruta

-Hidratos de carbono (calculados por diferencia)

Todos los analisis se realizaron por duplicado.

PROTEINA VERDADERA

Fundamento

La técnica se basa en la solubilizacién del nitrégeno no proteinico asi
como de la proteina soluble y la precipitacion posterior de dicha proteina con
tunsgtato de sodio con el fin de eliminar el nitrogeno no proteinico que puede
interferir en la cuantificacion del nitrogeno por medio de la técnica de Kjeldahl.
Con este método la proteina no soluble también es tomada en cuenta ya que en
la etapa de filtracion esta incluida junto con la proteina soluble precipitada.

(41)
Reactivos
(a) Solucion precipitante: disolver 5 g de tungstato de sodio y 1.51 g de

fosfato dibasico de sodio (Na,HPO,4 12H,0) en 20 ml de agua, afiadir 22 ml de
acido clorhidrico 2 N, mezclar y aforar a 50 ml con agua destilada.
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Procedimiento
Precipitacion

Se pesan de 50-100 mg de muestra (finamente molida) en un vaso de
precipitados de 50 ml. Agregar 5 ml de agua caliente y agitar mecanicamente
por 15 minutos, se agregan 2 ml de la solucion precipitante y se deja reposar 10
minutos transferir cuantitativamente para su filtracion en papel Whatman No.5
utilizando 25 ml de agua destilada caliente y succion ligera.

Digestion

Colocar el papel filtro con el precipitado en un tubo de digestion, agregar 0.5 g
de K,SO, y 5 ml de la mezcla digestiva, posteriormente colocarlo en el digestor
por espacio de 15 minutos a una temperatura inferior a 370°C, se retira del
digestor y se espera a que se enfrie para afiadirle 3 ml de H,O, al 30 % ; se
introduce nuevamente al digestor y se calienta hasta que la digestion sea

completa (aproximadamente 30 minutos a una temperatura de digestion de
370°C).

Destilacion
Una vez efectuada la digestion se lleva a cabo una destilacién en el
microdestilador de acuerdo a la técnica de Kjeldahl
Finalmente titular con HCI 0.01 N, hasta un vire de color verde esmeralda a
rosa fresa.
Nota 1: Es conveniente correr un blanco en las mismas condiciones que la
muestra, pero sustituyendo la muestra por glucosa ¢ sacarosa e incluyendo el

papel filtro.

Nota 2: La cuantificacion de proteina verdadera se realizo por duplicado.
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Calculos

% Nitrogeno = (P-B) x N x meq x 1 00
m

% Proteina verdadera =% N x 6.25

donde:

B= cantidad empleada para la titulacion del blanco
P= cantidad empleada para la titulacion de la muestra
N= Normalidad del HCI

meq= miliequivalentes del nitrogeno

m= peso de la muestra en gramos.

CUANTIFICACION DE VITAMINA C

Fundamento

La vitamina C por su poder reductor decolora al indofenol (diclorofenol
indofenol) colorante azul pasandolo a la forma reducida incolora o leucobase;
la cantidad decolorada es proporcional a la cantidad de reductores (vitamina C)
presentes. (42)

Reactivos

(a) Solucion patron de vitamina C: preparar una solucion de acido acético al
5% que contenga 1 mg de la solucion de vitamina C por ml.

(b) Preparacion y titulacion del indofenol: pesar 25 mg de diclorofenol-
indofenol y 21 mg de bicarbonato de sodio, disolver y aforar a 500 ml con agua
destilada. Para su titulacion tomar 1 ml de la solucién patron de acido
ascorbico (vitamina C) agregar 9 ml de la solucién de acido acético al 5%,
poner la solucion de indofenol en una bureta y titular hasta color rosa
persistente (37.5 ml corresponden aproximadamente a 1 mg de vitamina C).
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Procedimiento

Preparacion de la muestra

Tomar 5 g del alimento y homogeneizarla con 50 ml de acido acético al 5 %
(para impedir la accion oxidante de algunas oxidasas presentes en el tejido
vegetal) con la ayuda de arena lavada para moler la muestra. Filtrar la mezcla
en un matraz aforado de 100 ml, lavando cuantitativamente y aforar con agua
destilada.

Titulacion

Pipetear 10 ml del extracto de la muestra dentro de un matraz Erlenmeyer y
titular con el indofenol. El color azul vira al rosa tan pronto como se pone en
contacto con la vitamina C presente; continuar la adicion del indofenol hasta
que persista un color rosa por lo menos 10 segundos esto significa que la
cantidad de colorante agregado ha reaccionado con todo el acido ascorbico
presente.

Nota: La cuantificacion de Vitamina C se realizo por triplicado.

Calculos
vitCmg = vitCpatronmg x aforo ml x indofenol muestraml x 100
100g de alimento indofenol patron ml  alicuota ml muestra g
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AMINOACIDOS

Esta cuantificacion se realizo por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC). (43.,44)

Fundamento

Consiste en realizar la hidrolisis acida de las proteinas seguida de la formacion
de los derivados fluorescentes de los aminoacidos, con la separaciéon y

deteccion posterior de cada aminoacido .

Reaccion de derivacion:

NH O 0
HII\I—R1 + 7 | T \ N
N @)
Ro N o
Aminoacido
6-aminoquinolyl-N-hidroxisuccinimidil carbamato
T Q
_ HO
> | NH}(N Ro N \N
O
N
N 0]
Derivado del aminoacido N-hidroxisuccinimidil carbamato
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Eluyentes

(a) Eluyente A:

Acetato de sodio 19.%
Acido fosforico 6.9%
Tretilamina 1.72%
Azida de sodio 0.1%

Agua grado HPLC 72.28%

La solucion buffer puede ser adquirida ya preparada y diluida en la siguiente
proporcion: 50 ml de A conc. + 500 ml de H,0 grado HPLC

(b) Eluyente B:
Acetonitrilo 60 %
Agua HPLC 40 %

Procedimiento

Hidrolisis

Se pesa dentro del tubo de hidrolisis la cantidad de muestra finamente molida y
desgrasada (el contenido de grasa en la muestra debe ser menor del 5 %) de
acuerdo a la formula siguiente (1).

Se adiciona con mucho cuidado la cantidad de HCI 6 N requerida de acuerdo a
la férmula (2), tratando de que toda la muestra se humedezca con el reactivo de
hidrélisis; de ser necesario se puede ayudar con un agitador mecanico vortex).

1)  A=0.0125x100
% P

2)  B=1x100%
P
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Donde;

A= Cantidad de muestra en gramos
B=4cido HCI 6N (ml)
P= g proteina/100 g muestra

Se insufla nitrogeno al tubo y se cierra perfectamente. Posteriormente se
somete a las condiciones de hidrolisis en el digestor tecator por 4 h a 145° C,
Una vez transcurrido el tiempo de hidrélisis, se deja enfriar un poco el tubo y
se transvasa cuantitativamente a un matraz de bola de 100 ml, lavando el tubo
con agua caliente y solucion lavadora agua:etanol (3:1 v/v). En el rotavapor se
elimina el 4cido, llevandolo a sequedad dos veces, a continuacion se concentra
el hidrolizado en el tercer lavado a un volumen menor de 30 ml.

El hidrolizado concentrado se filtra a través de papel filtro (Whatman No. 542)
sobre un embudo buchner y un matraz kitasato con ayuda de vacio; es
conveniente dar un lavado con 5 ml de la solucion lavadora, enjuagando el
matraz de bola y filtrando.

Al hidrolizado filtrado se le agregan 2 ml del patrén ac. a-amino butirico 2.5
mM y se afora a un volumen de 50 ml. Cuando la muestra no vaya a ser
analizada inmediatamente es apropiado ajustar el hidrolizado a un pH de 6.8 +
0.2 con la ayuda de un potenciometro y NaOH 5 N.

Filtracion

Para activar el sep-pack Cg:

-Se pasan 6 ml de acetonitrilo grado HPLC, en seguida se pasan 6 ml de agua
grado HPLC y de esta forma queda activado el sep-pack. La muestra se filtra
previamente por membrana de 0.22 um eliminando el primer mililitro, se toman
2 ml de esta muestra filtrada y se mezclan con 2 ml de acetonitrilo al 20 %, se
mezclan y se hacen pasar por el sep-pack activado; se elimina el primer
mililitro. Es importante que la muestra se pase lentamente por el sep-pack.
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Derivacion

Colocar con una micropipeta 20 pl de muestra filtrada en el fondo de un tubo
de 6 x 50 mm, adicionar 60 pl de buffer AccQ. Fluor -Borato y agitar
brevemente, enseguida adicionar 20 pl del reactivo AccQ Fluor al tubo con la
muestra, dejar reposar a temperatura ambiente durante 1 min. Tapar el tubo con
cinta teflon y colocar en el bloque de calentamiento a 55°C durante 10 min.,
transcurrido el tiempo, se deja enfriar a la temperatura ambiente por 5 min. para
posteriormente inyectarla en el HPLC.

Condiciones del HPLC

Columna Nova pak Cs, 4 um
Diametro medio de poro 60°A 3.9 x 150 mm
Temperatura de la columna 36°C

Detector de fluorescencia de longitud de onda variable (Waters 486)
A EX 250 nm

A EM 395 nm

Volumen de inyeccion 5.0 pl
Bombas 510

HEMAGLUTININAS

Se realizo de acuerdo al método descrito por Jaffé y colaboradores. (45)

Fundamento

Esta es una prueba semicuantitativa basada en la propiedad que tienen las
hemaglutininas presentes en los extractos acuosos de las muestras, para
aglutinar diferentes tipos de eritrocitos.
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Procedimiento

Preparacion del extracto

Se suspende 1 gramo de muestra finamente molida en 10 ml de solucién salina
al 1 %, se efectia una agitacion mecanica durante 2 hrs. a 300 rpm. Después
de este tiempo se centrifuga durante 15 min., el sobrenadante se filtra a través
de papel filtro Whatman No. 1 con ayuda de vacio. El residuo es lavado con
sol. salina al 1 % hasta llevar el extracto filtrado al volumen inicial (10 ml).

Preparacion de la sangre.

La sangre de Hamster se transvasa a tubos de centrifuga para lavarla (3 veces)
con sol. salina al 0.9%. La relacion sangre:sol. salina es aproximadamente 1:5.
Se centrifuga a 1500 rpm durante 10 minutos. Después del tltimo lavado diluir
al 4% el paquete de globulos rojos, para lo cual se agregan por cada ml de
globulos rojos 24 ml de solucion salina al 0.9%.

A cada 10 ml de la suspension de globulos rojos al 4% agregarles 1 ml de
pronasa (Sigma P-5005) al 2 % en solucion salina y colocarlos en la incubadora
por espacio de una hora a 37°C. Después centrifugar para eliminar la enzima
sobrenadante, dando tres lavados con solucion salina al 0.9%. Después del
tltimo lavado se resuspende el paquete de globulos rojos al 5 %, para lo cual a
cada ml de glébulos rojos se le adicionan 19 ml de solucién salina al 0.9%.

Se toman 5 ml de la suspension de globulos rojos sensibilizados y se agregan 2
ml de solucion salina al 0.9%. Se lee en el espectrofotometro a 620 nm, usando
como blanco sol. salina. La lectura que se debe obtener serd de 25 % + 2 de
transmitancia, en caso contrario se realizara la dilucion necesaria para que la
suspension de eritrocitos quede dentro de dicho rango de transmitancia.

Preparacion de placas

En las placas tipo V del Microtiter (Cook Eng-Alexander Virginia USA)
colocar en cada pozo de una hilera 50 ul de sol. salina al 0.9% con el
pipeteador de gota evitando tocar las paredes del pozo. Agregar con un
microdilutor 50 pl del extracto problema, en el primer pozo, agitar, de este
pozo tomar una alicuota y diluir, agitando sucesivamente en los pozos
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siguientes. Por ltimo con un pipetero de gota colocar en cada pozo 50 ul de
la suspension de globulos rojos sensibilizados y ajustados. Luego se rota la
placa en forma circular y se lleva a la incubadora a 37°C por espacio de una
hora.

Una vez transcurrido el tiempo se coloca la placa sobre el dispositivo de
lectura, observando a simple vista si se produce aglutinacion. Ante una
aglutinacién, la prueba se considera positiva (+) y se informa como titulo
(maxima dilucién donde se observa aglutinacion)

Nota: La prueba de lectinas se realizé por triplicado.

INHIBIDORES DE TRIPSINA

La cuantificacion se llevd a cabo siguiendo el método descrito por Kakade y
colaboradores. (46)

Fundamento

La técnica se basa en observar la inhibicién producida por un extracto acuoso
de la muestra sobre una solucion estandar de tripsina.

El extracto directo o diluido se pone en contacto con una solucion estandar de
tripsina y después de cierto tiempo se mide la actividad proteolitica remanente,
por medio de un sustrato sintético Benzoil arginina-p-nitroanilida (BAPNA), el
cual producira una coloracion amarilla, la cual es inversamente proporcional al
contenido de inhibidores en la muestra.
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La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:

NN HzN‘cI:”NH ",
I
(|:H2 (CHZ)

NH CH— —NH TRIPSINA H“CH—(I'T‘—OH +

PH8.287°C ~ |
NO,
p-nitroanilida
Pigmento amarillo

Benzoil-arginina
Benziol-arginina-p- mtroamhda &

(BAPNA)

Una unidad de tripsina (U.T.) se define arbitrariamente como un incremento de
0.01 unidades de absorbencia a 410 nm por 10 ml de la mezcla de reaccion
descritas por Kakade y colaboradores. La actividad de inhibidores de tripsina
se expresa en términos de unidades de tripsina inhibida (U.T. 1.).

Reactivos

(a) Solucién buffer TRIS: 6.06 g de TRIS (hidroximetil-amino-metano) y
2.94 g de CaCl,.2H,0 se disuelven en 900 ml de agua destilada se ajusta el pH
a 8.2 y se afora a un litro.

(b) Solucion BAPNA: 100 mg de BAPNA (benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida-
HCI) se disuelven en 2.5 ml de dimetil sulféxido se diluye a 250 ml con
amortiguador TRIS previamente calentado a 37'C  Esta solucion debe ser
preparada el mismo dia, y cuando esté en uso debe mantenerse a 37°C.

(c) Solucion patrén de tripsina: Se pesa con mucha exactitud 4 mg de tripsina
bovina (SIGMA No. T-8253) se disuelven en 200 ml de HCI 0.001 N. Debe
ser almacenada en refrigeracion (4°C) y puede durar de 2-3 semanas sin
pérdida apreciable de actividad.
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Procedimiento
Preparacion del extracto

Se pesa 1 g de muestra finamente molida en un vaso de precipitados y se le
adicionan 45 ml de NaOH 0.01 N, se ajusta el pH de esta suspension a 9.6 +
0.2 y se afora a 50 ml. Se transvasa a un vaso que contenga un magneto para
poder agitar la suspension mecanicamente en la parrilla de agitacion durante 2
1/2 hrs. a 300 rpm. Transcurrido dicho tiempo, se quita el magneto y se deja
30 min. en reposo, por simple decantacién se obtiene el sobrenadante
eliminando el residuo insoluble. El sobrenadante debe ser diluido hasta el
punto en que 1 ml produzca una inhibicion de 40-60 % , este requisito es
indispensable para reducir la desviacion estandar relativa.

Cuantificacion de la actividad

La siguiente tabla muestra en forma esquematica la serie de tubos que se deben
de preparar para poder medir la actividad inhibitoria de la muestra.

Tubo ml ext. mlagua  mltripsina ml BAPNA  ml Ac.
Bl 1.8 0.2 20+ 1.0 Ac 5.0 ---
1 1.8 0.2 2.0 5.0 1.0
B2 14 0.6 20+1.0Ac 5.0 -—-
2 1.4 0.6 2.0 5.0 1.0
B3 1.0 1.0 20+1.0 Ac 5.0 --
3 1.0 1.0 2.0 5.0 1.0
B4 0.6 1.4 2.0+1.0 Ac 5.0 ---
4 0.6 1.4 2.0 5.0 1.0
BR 0.0 2.0 20+1.0Ac 5.0 ---
R 0.0 2.0 2.0 5.0 1.0

B= Blanco

Ac= Acido acético al 30 %
R= Reactivos
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NOTA 1:
La sol. de tripsina y el BAPNA deben estar a 37°C antes de usarse.

NOTA 2:
La cuantificacion de inhibidores de tripsina se realizé por duplicado.

La lectura en el espectrofotometro se realiza a 410 nm y es necesario para cada
una de las alicuotas ajustar el aparato a 100 % de transmitancia con su
respectivo blanco.

Calculos

La lectura en absorbencia (A) directamente se puede pasar a unidades de
tripsina (U.T.) de la forma siguiente:

U.T.=Ax 100

Ya que se tiene una serie de alicuotas del extracto, se tendra a su vez una serie
de valores de U.T., los cuales al restar este valor al dato de referencia, se
obtienen los valores de tripsina inhibida (U.T.1.), al dividir este valor entre los
ml de cada alicuota se obtienen U.T.I./ml.

Cuando se pone en una grafica la actividad enzimatica inhibitorio (UTI/ml)
como funcién de la alicuota del extracto se observa una correlacion lineal
negativa, de donde se puede obtener el valor extrapolado correspondiente al
cero de la solucion inhibitoria.

B valor extrapolado

Tripsina /

inhibida ry-0.9
(UTI{ml)

VYolumen extracto (ml)
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Este dato extrapolado, es el valor mas cercano a la actividad inhibitoria
verdadera o real (si se refiere uno al inhibidor de soya tipo Kunitz).

Cuando no se obtiene una correlacion lineal satisfactoria se puede emplear el
valor promedio de la serie de alicuotas, informando en términos de UTI/ml.

Se expresa el resultado como unidades de inhibicion con respecto a 1 mg de
muestra, de la siguiente forma,

UTl/mg muestra=B x F X 50
1000

donde:
B= valor extrapolado o promedio en UTI/ml
F= Factor de dilucion, lo cual depende de las diluciones realizadas.

Cuando se emplea el extracto directo F= 1

F= Alx A
aQ a

A = Aforo
a = Alicuota
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ALCALOIDES

Esta cuantificacion se realizo en base a los métodos de Hultin, E. y Torsseli, K.

(47)

Fundamento

La técnica se basa en una extraccion diferencial con cloroformo y cloroformo
etanol de la fase organica y acuosa respectivamente. A los dos extractos asi
obtenidos se les elimina el solvente y posteriormente, mediante titulacion acido-
base, se cuantifica el contenido de alcaloides.

Procedimiento

Se pesan 4g de muestra seca y finamente molida, se adicionan 40 ml de
metanol y se deja en agitacion mecanica toda la noche a 4°C. Al dia siguiente,
se pone en agitacion mecanica durante 4 hrs. a 50°C. Al cabo de este tiempo,
se filtra sobre papel Whatman No 52, el residuo es lavado con 20 ml de
metanol, los filtrados son combinados y el solvente es eliminado en un
rotavapor. El residuo es resuspendido en 2 ml de metanol y 12 ml de HCIl al
1%, 1a mezcla es filtrada y el residuo lavado con 8 ml de HCl al 1%. El filtrado
se ajusta a pH de 9.5 £ 0.2 El filtrado basico se pasa a un embudo de
separacion y se extrae con tres porciones de 20 ml de cloroformo (Fraccion A),
la fraccion acuosa residual (Fraccion B) es tratada posteriormente.

Las fases organicas de la fraccion A son juntadas y lavadas con 5 ml de sol.
saturada de sulfato de sodio mas agua (50:50), posteriormente esta fraccion es
secada con 5 g de sulfato de sodio anhidro, se elimina este y el disolvente es
eliminado en rotavapor.

A la fraccién residual acuosa (B) se le adiciona sol. saturada de sulfato de
sodio para hacerla media saturada, posteriormente se extrae la fase organica
con 3 porciones de la mezcla cloroformo:etanol (3:2), las fases se juntan y
lavan con 5 ml de sol. saturada de sulfato de sodio anhidro mas agua (50:50) y
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posteriormente se seca con 5 g de sulfato de sodio anhidro, finalmente el
solvente se elimina en rotavapor.

Ambas fracciones, A y B, son disueltas en 4 y 6 ml de H,SO; 0.01 N
respectivamente, se adicionan a cada fraccion 5 gotas de rojo de metilo al 1 %
y finalmente son tituladas las fracciones con NaOH 0.01 N.

De manera simultanea a las muestras se corren blancos.

NOTA: El analisis de las muestras se realizo por duplicado.

Calculos

Se informa en mg solanina/g de muestra

mg solanina/100g muestra=( ml blanco-ml muestra)x Ny,ox X meq solanina x 10

g muestra

meq solanina= 0.868

BIOENSAYO DE TOXICIDAD CON Artemia salina

Fundamento

La técnica estd basada en observar la mortalidad que produce un extracto
vegetal sobre Artemia salina, hacer el conteo de larvas muertas y calcular la

concentracion letal media (LCsg) en pg/ml. (34)
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Procedimiento

Preparacion de la muestra

Pesar 4 g de muestra finamente molida y seca, adicionar 40 ml de metanol y
dejar en agitacion mecanica durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente,
filtrar sobre papel Whatman No. 52 y lavar el residuo con 20 ml de metanol,
posteriormente eliminar el disolvente con rotavapor para obtener el extracto
solido. Tomar 20 mg del extracto seco y suspenderlos en 2 ml de metanol para
obtener una concentracion final de 10 mg/ml.

Diluciones de la muestra

En viales se adicionan 5, 50, y 500 ul de la muestra preparada por triplicado,
para obtener una concentracién de 10, 100 y 1000 pg/ml. El solvente se
evapora bajo N, por aproximadamente 30 min.; en el caso de disolventes
volatiles se puede evaporar durante la noche a temperatura ambiente.

Preparacion de Artemia salina

Preparar el agua salada, pesando 38.5 g de sal marina por cada litro de agua
destilada; filtrar. Posteriormente aerear el agua marina por espacio de 30 min y
finalmente sembrar los huevos de Artemia salina (San Francisco bay), dejar
incubar 48 h a una temperatura de 35°C.

Después de 2 dias, cuando la larva esté lista, agregar 10 a cada vial que tiene la
muestra, ajustar el volumen a 5 ml con agua marina, dejar incubando durante
24 h y contar el numero de sobrevivientes después de este tiempo .

De manera simultanea se hizo un blanco.

Los datos son analizados con el programa Finney para conocer la LCs, con 95
% de intervalo de confianza.

El programa esta basado en calcular las unidades Probit y graficar estas contra
el logaritmo de la concentracion de las diferentes diluciones para finalmente
interpolar dentro de la curva y obtener el valor de LCs,.
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CITOTOXICIDAD CON LINFOCITOS

Fundamento:

La técnica se basa en observar la mortalidad que causan los extractos acuosos
de las muestras sobre linfocitos humanos. El porcentaje de mortalidad
coresponde a aquellas células que fueron dafiadas por el toxico presente y las
cuales se encuentran tefiidas con el colorante azul tripan debido al efecto que

tuvo a nivel de membrana el toxico, lo que permiti6 el paso del colorante. (48)

Reactivos

(a) Solucion de azul tripan: pesar 0.1 g de azul tripan y disolverlo en butter
de fosfatos 0.2 M pH= 7.2, finalmente aforar a 100 ml con el mismo buffer. Es
posible emplear también como colorante la nigrosina-eosina al 10 y 0.1 %,
respectivamente, en solucion acuosa.

Procedimiento
Preparacion de la muestra

Pesar 1 g de la muestra finamente molida y desgrasada (si presenta mas de 5 %
de grasa), adicionar 10 ml de solucion salina al 0.9 % y agitar mecanicamente
durante 2 h , transcurrido este tiempo centrifugar la muestra durante 15 min a
2500 rpm , filtrar al sobrenadante y aforar a 10 ml con sol. salina al 0.9 %.

Extraccion de linfocitos

Colocar en un tubo de ensaye “Lymphoprep” (Nyegard & Co. A/S Oslo,
&=1.077 g/ml) y adicionar la sangre, resbalandola por las paredes del tubo, en
una relacién de 1:2 partes de lymphoprep:sangre. Centrifugar a 2000 rpm.
durante 30 min. Después de este tiempo, extraer los linfocitos que quedaron en
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la interfase con una pipeta Pasteur y pasarlos a un medio de cultivo RPMI 1640
hasta su uso.

Observacion al microscopio

Poner 20 pl del extracto sobre un portaobjetos, adicionar 20 ul de linfocitos y
20 pl de azul tripan, homogeneizar y poner el cubreobjetos. El tiempo de
exposicion de los linfocitos con la muestra fue el mismo en todos los casos.
Observar la preparacion al microscopio con el objetivo de 10 6 40 y contar el
niumero de células vivas y muertas en cinco diferentes campos.

Es importante conocer el porcentaje de viabilidad de los linfocitos empleados y
referir a esta viabilidad los resultados de las muestras; para ello se observa una
preparacion al microscopio de linfocitos y se cuentan en cinco campos el
niimero de células vivas.

Calculos

Informar como % de viabilidad promediando el resultado de los cinco campos
leidos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se presentan los resultados del contenido de humedad
gruesa en las muestras de papas silvestres. Todas las pulpas de papa
presentaron un alto contenido de agua, como era de esperarse en el material
vegetal fresco (entre 72.24 y 88.91 g/100 g muestra). En la pulpa de S.
polytrichon (Zacatecas) se encontrd la humedad mas alta con un valor de 88.91
g/100 g muestra.

En la tabla 2 se presentan los valores de humedad de las harinas
empleadas para los estudios y que son necesarios para obtener los valores en
base seca.

En las tablas 3 y 4 se presentan los resultados del analisis proximal, en
base himeda y en base seca respectivamente. En cuanto al contenido en base
seca de cenizas, no se observaron grandes diferencias en los resultados; el
menor valor se encontré en la muestra de S. cardiophyllum de Guanajuato
(4.14 g/100 g muestra) y el mas alto en la muestra de S. ehrenbergii de S.L.P.
(5.64 g/100 g muestra); la papa comercial estuvo entre estos valores.

En cuanto al contenido del extracto etéreo, los valores en todas las
muestras fueron bajos, correspondiendo a S. cardiophyllum de Guanajuato el
valor mas bajo (0.14 g/100 g muestra) y el superior a S. ehrenbergii de S.L.P.
con 0.58 g/100 g muestra. La papa comercial presenté un contenido del
extracto etéreo superior al de las especies silvestres estudiadas (0.68g/100 g

muestra).
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TABLA 1

Contenido de humedad gruesa en algunas especies silvestres del

género Solanum

(g/100 g de pulpa)
Nombre cientifico Humedad
Solanum polytrichon 88.91
Zacatecas
Solanum staloniferum 77.00
S.L.P.
Solanum ehrenbergii 83.90
S.L.P.
Solanum cardiophyllum 75.26
Guanajuato
Solanum cardiophyllum 72.24
S.LP.
Solanum tuberosum 79.01
(Papa comercial)
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TABLA 2

Contenido de humedad en las harinas de c4ascara y pulpa con tratamiento térmico (T.T.)
y liofilizada de las papas silvestres.

(2/100 g de muestra)

S.L.P.

Muestra Cascara Cascara Pulpa Pulpa
(T.T.) liofilizada (T.T.) liofilizada

Solanum polytrichon 1.40 8.48 1.98 2.15

Zacatecas

Solanum staloniferum 1.15 1.38 2.60 2.27

S.L.P.

Solanum ehrenbergii 1.37 11.57 1.53 1.34

S.LP.

Solanum cardiophyllum 1.39 12.08 1.61 0.61

Guanajuato

Solanum cardiophyllum 1.20 13.00 1.75 0.63

45



TABLA 3

Analisis proximal de las pulpas con tratamiento térmico (T.T.)de papas silvestres.
Base humeda
(g /100 g de muestra)

. Humedad | Cenizas Extracto Fibra Proteina Hde C
Nombre cientifico etéreo bruta bruta
Solanum polytrichon 88.91 0.49 0.03 0.29 0.94 9.34
Zacatecas
Solanum staloniferum 77.00 1.24 0.09 0.51 2.59 18.57
S.LP.
Solanum ehrenbergii 83.90 0.91 0.09 0.34 1.73 13.03
S.L.P.
Solanum cardiophyllum 75.26 1.02 0.03 0.44 2.35 20.90
Guanajuato
Solanum cardiophyllum 72.24 1.21 0.05 0.48 3.13 22.89
S.L.P.
Solanum tuberosum 79.01 0.90 0.15 0.39 2.12 17.43
(Papa comercial)

* H de C = Hidratos de carbono calculados por diferencia.

46



TABLA 4

Andlisis proximal de las pulpas de papas silvestres con tratamiento térmico
Base seca
(g/ 100 g de muestra)

Nombre cientifico Cenizas | EXtracto Fibra Proteina | ¢ 4o
etéreo bruta bruta

Solanum polytrichon 4.40 0.25 2.62 8.50 84 .23

Zacatecas

Solanum staloniferum 5.40 0.37 2.22 11.26 80.75

S.L.P.

Solanum ehrenbergii 5.64 0.58 2.11 10.73 80.94

S.L.P.

Solanum cardiophyllum 4.14 0.14 1.79 9.52 84 .41

Guanajuato

Solanum cardiophyllum 4.35 0.17 1.74 11.27 82.47

S.L.P.

Solanum tuberosum 4.24 0.68 1.83 10.0 83.27

(Papa comercial)

*H de C = Hidratos de carbono calculados por diferencia.



En cuanto al contenido de fibra, la muestra de S. polytrichon de
Zacatecas presentd el mayor contenido (2.62 g/100 g muestra) y S.
cardiophyllum de S.L.P. present6 el menor contenido de fibra bruta (1.74 g/100
g muestra). En las especies de cardiophyllum se observo poca diferencia en el
contenido de fibra bruta. La papa comercial presenté un contenido de fibra
bruta de 1.83 g/100 g muestra, muy similar al de S. cardiophyllum de
Guanajuato (1.79 g/100 g muestra).

Las muestras presentaron un contenido de proteina bruta similar; que en
base seca es semejante al encontrado en cereales. S. cardiophyllum de S.L.P.
present6 el mayor contenido de proteina bruta (11.27 g/100 g muestra) muy
similar al encontrado en S.staloniferum. El menor contenido de proteina se
encontrd en la especie de S. polytrichon de Zacatecas (8.5 g/100 g muestra).
Entre la misma especie de cardiophyllum (Guanajuato y S.L.P.) se observaron
diferencias en su contenido de proteina bruta. La papa comercial present6d un
valor intermedio entre los valores encontrados en las especies silvestres.

El contenido de hidratos de carbono entre todas las muestras, incluyendo
la papa comercial fue muy similar, encontrandose valores entre 80.75 y 84.41
g/100 g muestra.

Las diferencias que se observaron entre la misma especie de
cardiophyllum de las regiones de Guanajuato y S.L.P., se encuentran
principalmente en el contenido de proteina, esto se puede deber a que se
desarrollaron en diferentes estados de la Republica, y la composicion del
terreno, la fertilizacion y otras condiciones que influyen en la composicion

quimica final de los tubérculos (6).
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Al comparar el contenido de proteina bruta en las pulpas con tratamiento
térmico y en la parte aérea de la planta (Tabla 5), se obtuvo un mayor
contenido en las partes aéreas que en las pulpas. Estos valores encontrados en
las partes aéreas son similares a proteinas foliares. El contenido mas alto de
proteina bruta se obtuvo en la parte aérea de S. ehrenbergii con 22.01 g/100 g
muestra, mientras que en las pulpas el valor mas alto se obtuvo en S.
cardiophyllum de S.L.P. con 11.27 g/100 g muestra. Se observa también que
entre la misma especie de S. cardiophyllum de Guanajuato y de S.L.P., existen
diferencias en los valores encontrados. Por el alto contenido de proteina bruta
en los follajes, podria ser conveniente su adicion en dietas de animales.

Al comparar el contenido de proteina bruta y el de proteina verdadera
tanto de las pulpas como de partes aéreas, se observa que el contenido de
proteina verdadera es inferior al contenido de proteina bruta, como en el caso
de la pulpa de S. cardiophyllum de S.L.P. que presenta un contenido de 11.27g
de proteina bruta/100 de muestra'y 6.03 g de proteina verdadera/100 g muestra,
y en la parte aérea de S. staloniferum de S.L.P. que presenta un contenido de
20.91g proteina bruta/100 g muestra y 12.22 g de proteina verdadera/100 g
muestra.

En general, en las pulpas se observé que aproximadamente la mitad de
proteina bruta corresponde a proteina verdadera, a excepcidn de la muestra de
S. ehrenbergii de S.L.P. en la cual una mayor proporcion de nitrogeno es de
origen proteinico. En el caso de las partes aéreas, existe un mayor contenido de

nitrogeno proteinico en relacion al contenido de proteina bruta.
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TABLA 5

Contenido de proteina bruta y verdadera en el tubérculo y parte aérea
de especies de papas silvestres

Base seca
(g/l 00 g muestra)
Nombre Pulpa con tratamiento térmico (T.T.) Parte aérea
cientifico (Tallos y hojas)
Proteina | Proteina Prot.verdadera x 100 | Proteina Proteina Prot. verdadera x 100
bruta verdadera Prot. bruta bruta verdadera Prot. bruta
Solanum 8.50 4.40 51.76 12.28 8.60 70.03 !
polytrichon
Zacatecas
Solanum 11.26 6.49 57.63 20.91 12.22 58.44
staloniferum
S.L.P.
Solanum 10.73 9.58 89.28 22.01 12.99 59.01
ehrenbergii !
S.L.P.
Solanum 9.52 5.62 59.03 17.34 10.54 60.78
cardiophyllum
Guanajuato
Solanum 11.27 6.03 53.50 13.14 8.91 67.81
cardiophyllum
S.L.P.
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Esta reduccion se debe a que el nitrogeno que se detecta en proteina
bruta no proviene solamente de proteina, sino también de otros compuestos
nitrogenados presentes de manera comin en especies silvestres, tales como
aminas, alcaloides, aminoacidos raros o no proteinicos, etc. En el caso de este
género son los alcaloides los principales aportadores de nitrogeno no
proteinico.

En cuanto al contenido de vitamina C (Tabla 6), éste fue bajo en todas
las pulpas silvestres cuando se compararon con la papa comercial que tuvo un
valor de 17.18 mg/ 100 g de muestra, lo cual puede deberse a que el tiempo que
transcurri6 entre la colecta y el analisis fue demasiado largo, por lo que pudo
haberse afectado el contenido de vitamina C de manera considerable.
Numerosos factores afectan el contenido de vitamina C, incluso puede ser que
por ser muestras silvestres tengan ese bajo contenido de vitamina C El menor
contenido se presentd en la muestra de S. ehrenbergii de S.L.P. con 2.36 mg
vit. C/100 g de muestra. Se esperaba un mayor contenido de esta vitamina, ya
que se ha considerado a la papa una fuente de esta vitamina, que puede
contener hasta 30 mg vit C/100 g muestra (6).

En la Tabla 7 se presenta el contenido de aminoacidos en las pulpas
liofilizadas. Todas las pulpas de las papas silvestres son mas ricas en acido
aspartico que la papa comercial y que otros alimentos vegetales como los
tomates y el chicharo (4). En cuanto al contenido de aminoacidos
indispensables (Tabla 8) y comparando la calificacién quimica se encontré que
todas las especies silvestres estudiadas, incluyendo a la papa comercial, son

limitantes en aminoacidos azufrados.

51



TABLA 6

Contenido de vitamina C en la pulpa fresca de las papas

silvestres

Nombre cientifico

mg Vit. C/100 g de
muestra fresca

Solanum polytrichon 5.87
Zacatecas

Solanum staloniferum 2.93
S.LP.

Solanum ehrenbergii 2.36
SLP.

Solanum cardiophyllum 5.78
S.L.P.

Solanum cardiophyllum 9.15
Guanajuato

Solanum tuberosum 17.18

(Comercial)
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TABLA 7
Contenido de aminoacidos en la pulpa liofilizada de papas silvestres
g aminoacido/16 g de nitrégeno

Aminoacido Solanum Solanum Solanum Solanum Solanum Solanum
polytrichon | staloniferum | ehrenbergii | cardiophyllum | cardiophyllum tuberosum
Zacatecas S.L.P S.L.P. S.L.P. Guanajuato (comercial)®
Ac. aspartico 24.5 21.4 23.6 22.3 14.8 12.4
Serina 3.0 2.5 2.3 2.8 4.7 4.1
Ac. glutamico 16.1 11.7 11.3 9.4 7.4 10.2
Glicina 32 2.5 2.3 2.7 3.6 3.8
Histidina 2.5 1.5 1.5 2.0 2.3 1.5
Arginina 8.5 6.3 10.4 12.4 7.8 5.0
Treonina 4.0 2.3 2.1 2.6 2.4 3.7
Alanina 34 2.3 2.1 2.3 2.8 4.4
Prolina 59 8.8 5.8 5.2 3.7 3.8
Cistina 1.4 0.7 0.7 ° b 0.6
Tirosina 38 2.0 1.9 2.4 2.1 2.7
Valina 5.1 3.9 3.9 3.9 4.0 4.7
Metionina 1.8 0.8 0.7 1.3 1.2 1.3
Lisina 72 4.9 438 5.0 44 48 |
Isoleucina 4.5 3.1 2.9 3.4 2.9 3.8 I
Leucina 7.6 53 4.7 52 4.3 6.0
Fenilalanina 4.5 3.0 2.7 3.4 2.7 4.0 l
Triptofano® 1.9 1.5 1.5 1.5 1.4 1.7 |

“Ref. (49) °No fue detectado ¢ Cuantificacion colorimétrica (ref. 52,53)




TABLA 8
Contenido de aminoacidos indispensables en papas silvestres
g aminoacido / 16 g de nitréogeno

Aminoacido Solanum Solanum Solanum Solanum Solanum Solanum

polytrichon | staloniferum | ehrenbergii | cardiophyllum | cardiophyllum | tuberosum Huevo® | Patron®

Zacatecas S.L.P S.L.P. S.L.P. Guanajuato (comercial) FAO
Isoleucina 4.5 3.1 2.9 34 2.9 3.8 6.3 4.0
Leucina 7.6 53 4.7 52 4.3 6.0 8.8 7.0
Azufrados 3.2 1.5 1.4 1.3 1.2 1.9 5.8 35 |
Aromaticos 8.2 5.0 4.7 5.8 4.8 6.7 99 6.0
Lisina 7.2 4.9 4.8 5.0 4.4 4.8 7.0 5.5
Treonina 4.0 2.3 2.1 2.6 2.4 37 5.1 4.0
Valina 5.1 39 39 39 4.0 4.7 6.9 5.0
Triptofano 19 1.5 1.5 1.5 1.4 1.7 1.5 1.0
Total 41.7 27.5 26.0 28.7 254 333 51.3 36.0
Cc.Q". 79 56 55 47 49 62 | - | eee--
azufrados
c.Q° 86 75 73 82 85 >100 | e | =ee--
treonina

Azufrados = cistina + metionina

Aromaticos = fenilalanina + tirosina

a) Ref. (49)

b) Patrén provisional FAO/OMS 1973 (50).
¢) C.Q.= Calificacion Quimica



El segundo aminoacido limitante en las muestras silvestres fue la
treonina, aunque su calificacion quimica particular mas baja en una especie (S.
ehrenbergii) fue de 73. En el caso de la papa comercial este aminoacido tiene
una calificacion quimica superior al 100 %. En todas las especies silvestres y
comercial el contenido de triptofano fue superior al patron.

De acuerdo a la calificacion quimica, la especie S. cardiophyllum
colectada en S.L.P., tuvo el menor valor con una calificacion quimica de 47, en
cambio la especie de S. polytrichon tuvo la mejor calidad proteinica con una
calificacion quimica de 79 e incluso presentd mayor cantidad de aminoacidos
indispensables que la papa comercial. Excepto en esta especie, todas las demas
tuvieron un contenido de aminoacidos indispensables muy semejantes entre si 'y
ligeramente mas bajos que los de la papa comercial.

En este estudio no se realizo la cuantificacion de aminoacidos de la parte
aérea de la planta, pero recientemente se reportd que la parte aérea de la papa
comercial (S. tuberosum) presento el doble de arginina, alanina y leucina que la

caseina (51).
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El contenido de factores antifisiologicos y toxicos se presentan en la
tabla 9. En cuanto a lectinas en pulpa liofilizada y parte aérea se encontro el
titulo mas alto en la pulpa de S. staloniferum similar al de la papa comercial,
titulos iguales se obtuvieron en las pulpas de S. ehrenbergii y S. cardiophyllum
de S.L.P. Es importante mencionar que en la prueba de lectinas en la muestra
de S. polytrichon de Zacatecas se observé hemolisis y aglutinacion. En cuanto
a la partes aéreas, en dos muestras se encontrd el mismo titulo de aglutinacion y
solamente en la de S. ehrenbergii no se observo presencia de lectinas.

En cuanto a inhibidores de tripsina, en general en la parte aérea de las
plantas (con excepcion de S. staloniferum) se observo un contenido bajo. En
las pulpas el contenido es mayor, especialmente en S. staloniferum y S.
ehrenbergii con 22.52 y 23.71 UTl/mg de muestra respectivamente, este
contenido es superior al valor encontrado en la especie comercial y va de
acuerdo con estudios anteriores en los que se ha informado la presencia de
inhibidores de proteasas de diferentes clasesen el tubérculo, como inhibidores
de tipo Kunitz, inhibidores de quimotripsina (52). Se considera que a partir de
10 UTI/mg de muestra el contenido de inhibidores de tripsina es de tomarse en
cuenta ya que afectan la digestibilidad y absorcion de nutrimentos, como se ha
explicado anteriormente.

Se observo poca variacion en las concentraciones de inhibidores de tripsina de
la misma especie pero de diferente region, tanto en la pulpa como en la parte

aérea.
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TABLA 9

Contenido delectinas, inhibidores de tripsina y alcaloides en pulpa liofilizada y parte
aérea de papas silvestres

Lectinas Inhibidores de tripsina Alcaloides

(Titulo)' (UTI/mg muestra)? (mg solanina/100 g muestra)
Nombre Pulpa Parte aérea Pulpa Parte Pulpa Cascara Parte
cientifico liofilizada liofilizada aérea liofilizada | liofilizada aérea
Solanum 4 4 54 1.2 73.1 1609.1 128.4
polytrichon (3 hemolisis)
Zacatecas
Solanum 8 4 22.5 15.3 1442 788.4 368.6
staloniferum
S.L.P.
Solanum 6 0 23.7 6.0 348.3 473.6 281.2
ehrenbergii
S.L.P.
Solanum 6 2 11.3 1.1 238.9 355.1 312.
cardiophyllum
SL.P.
Solanum 4 3 12.0 1.6 168.7 94.5 90.2
cardiophyllum (1 hemolisis)
Guanajuato
Solanum 8§ | 3 1596 | - 3 O S 3
tuberosum
(comercial)

' Titulo= Maxima dilucién donde se observa aglutinacion
2 UTI= Unidades de tripsina inhibida
" No determinado
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La ventaja de los factores antifisiologicos es que en general por
calentamiento pueden ser destruidos dado su origen proteinico.

En general, las cascaras liofilizadas presentaron mayor contenido de
alcaloides que las pulpas; esto era de esperarse ya que se sabe que en la
cascara de los tubérculos se concentra un mayor contenido de alcaloides que en
la pulpa (29). La cascara de S. polytrichon de Zacatecas presentd el mayor
contenido de alcaloides (1609.1 mg so lanina/100 g muestra), de las pulpas el
mayor contenido lo presento la muestra de S. ehrenbergii de S.L.P. (348.3 mg
solanina/100 g muestra) y S. staloniferum presentd el mayor contenido de
alcaloides en la parte aérea (368.6 mg solanina/100 g muestra). En cuanto a la
papa comercial, no se detectd presencia de alcaloides, esto concuerda con
reportes en literatura donde indican que la papa cultivada (S. tuberosum)
presenta bajos contenidos de alcaloides. (30)

La unica muestra que presentd mayor concentracion de alcaloides en la
pulpa que en la cascara y parte aérea es la de S. cardiophyllum de Guanajuato,
esto puede deberse a que al separar la cascara de la pulpa para liofilizarlas se
arrastra pulpa, esto pudo diluir el contenido de alcaloides en la harina
liofilizada. Considerando que el tamafio de las papas es pequefio y por lo tanto
es dificil separar cascara y pulpa.

En la tabla 10 se presentan los resultados de toxicidad in vitro y
citotoxicidad. En cuanto a los resultados de la prueba de toxicidad in vitro, en
general en las partes aéreas se observo un efectopocotoxicohaciadrtemiasalina

, siendo la muestra de S. polytrichon de Zacatecas la que presentd un mayor
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TABLA 10

Toxicidad in vitro y Citotoxicidad de pulpas y parte aérea de papas silvestres
pu P

Toxicidad “in vitro” * Citotoxicidad
LC50
Pulpa liofilizada Parte aérea
Nombre Pulpa Extracto Extracto Extracto Extracto
cientifico liofilizada Parte aérea salino metanolico salino metanolico
pg/ml pg/ml % viabilidad | % viabilidad | % viabilidad % viabilidad
Solanum 53.2 177.9 29.7 94.1 28.0 31.2
polytrichon
Zacatecas
Solanum 3232 >1000 81.8 953 843 86.4
staloniferum
S.L.P.
Solanum >1000 700.2 823 93.7 74.7 86.8
ehrenbergii
S.L.P.
Solanum 0.028 >1000 14.5 91.5 87.5 90.3
cardiophyllum
S.L.P.
Solanum 0.128 >1000 52.1 91.9 39 919
cardiophyllum
Guanajuato

?Se empleb Artemia salina San Francisco Bay
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mayorefecto de toxicidad en relacion a las otras muestras, ya que la
concentracion necesaria para matar las larvas fur menor.

En las pulpas liofilizadas, existio una mayor variacion en los resultados;
la menos toxica fue S. ehrenbergii de S.L.P. con una LCsy >1000 pg/ml, y las
mas toxicas fueron las especies de cardiophyllum de S.L.P. y Guanajuato con
LCs de 0.028 ug/ml y 0.128 pg/ml respectivamente.

Como se puede ver, no se encontrd una relacion entre la LC 55 sobre
Artemia salina y el contenido de alcaloides, asi que se realizo la prueba de
citotoxicidad con linfocitos, tratando de encontrar una relacion entre el
contenido de alcaloides y el efecto toxico.

Con los resultados de citotoxicidad se observd que los extractos
metanolicos de las partes aéreas de las papas no tuvieron un efecto toxico
elevado sobre los linfocitos, con excepcion de S. polytrichon de Zacatecas que
presentd una viabilidad del 31.2 %. En cuanto a los extractos salinos de las
partes aéreas, se observo un efecto toxico de las muestras de S. polytrichon de
Zacatecas y S. cardiophyllum de Guanajuato con porcentajes de viabilidad de
28.0 y 3.9 % respectivamente. Estos resultados se ven logicos puesto que los
alcaloides de la papa son muy solubles en soluciones salinas.

En los extractos metandlicos de las pulpas, no se observd un efecto
toxico de las especies silvestres, los porcentajes de viabilidad se encuentran
entre valores de 91.5y 95.3.

En cuanto al extracto salino de las pulpas liofilizadas, se observo un

efecto toxico de S. polytrichon de Zacatecas y S. cardiophyllum de S.L.P.y
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Guanajuato con porcentajes de viabilidad de 29.7, 14.5 y 52.1 %, las otras
especies presentan valores muy similares de viabilidad.

En general, los extractos metandlicos de las pulpas y de las partes aéreas
no tienen un efecto toxico sobre linfocitos, esto puede deberse a problemas en
la solubilidad de extractos solidos metanolicos en solucion salina o como se
menciono anteriormente a la solubilidad de la mayoria de los alcaloides.

La toxicidad observada de S. polytrichon de Zacatecas sobre Artemia
salina y linfocitos, concuerda con comentarios de pobladores de la zona donde
fue colectada dicha especie, ya que mencionan a esta especie como nho
comestible. Su efecto citotoxico se puede deber también a la presencia de
factores hemoliticos observados en la prueba de lectinas, los cuales pueden
afectar la integridad de la membrana de los linfocitos.

En la especie de S. cardiophyllum de S.L.P. se observo un efecto toxico
de la pulpa sobre Artemia salina y linfocitos, pero no de la parte aérea.

Se atribuia el efecto toxico al contenido de alcaloides sobre Artemia
salina pero esto no pudo comprobarse al realizar el ensayo de citotoxicidad con
linfocitos. El hecho de que no se haya encontrado una relacion entre el
contenido de toxicos y las pruebas toxicologicas in vitro con Artemia salina 'y
linfocitos, se puede deber a que de acuerdo al estudio aqui realizado, el efecto
toxico no es a nivel de membrana, sino que el toxico penetra al organismo y es
dentro de este donde actua, es por esto quiza que se observo efecto toxico con
Artemia salina pero no en los linfocitos. Por lo que sera necesario obtener una

cantidad mayor de estos extractos y realizar pruebas de toxicidad con animales

de laboratorio.
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CONCLUSIONES

. La composicion bromatologica de las especies silvestres estudiadas fue muy

similar a la de la papa comercial (Solanum tuberosum).

. En cuanto al contenido de aminoacidos, de manera general las especies
silvestres mostraron un perfil similar al de la papa comercial; solo el acido
aspartico y arginina se encontraron mas elevados que en la papa comercial.
Respecto a los aminoacidos indispensables, en todas las especies silvestres
los aminoacidos limitantes fueron los azufrados y el segundo aminoécido
limitante fue la treonina. La especie de S. polytrichon fue la de mayor
contenido de aminoacidos indispensables, superior al patrén de FAO. Al
efectuar el calculo de la calificacion quimica de las muestras esta misma

especie dio el valor mas alto, seguido por la papa comercial con una notable

diferencia.

.De los toxicos estudiados, lo notable fue la elevada concentracion de
alcaloides presentes en las especies silvestres, los cuales dieron valores
negativos en la papa comercial. En todas las muestras excepto en una, la

concentracion de alcaloides fue mayor en la cascara que en la pulpa y mas

variacion se encontro en la parte aérea de las especies estudiadas.

. Con las dos pruebas in vitro escogidas para medir la toxicidad no fue posible

encontrar relacion entre la concentracion de alcaloides y toxicidad.
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RECOMENDACIONES

Estudiar las caracteristicas quimicas del almidén en las muestras en

estudio ya que este componente imparte una caracteristica de calidad a las
papas.

Obtener mayor cantidad de muestras de las especies para realizar

estudios de toxicidad con animales de laboratorio.

En un estudio mas de fitoquimica, aislar y caracterizar los alcaloides de
las especies en estudio de las cuales hasta ahora no se habia realizado ningun
estudio sobre su composicion y posible utilizacién para consumo humano o

animal y consecuentemente promover estudios agronomicos de estas especies

de papa.
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