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RESUMEN

La presente investigacion evalud la composicion bromatolégica, algunos
factores tdéxicos y antinutricionales, asi como el potencial nutritivo de hojas del
arbol de moringa (Moringa oleifera) que se cultivan en diferentes regiones del
territorio nacional. Con un sin fin de beneficios reportados por varios
investigadores, las hojas y otras partes del &rbol, son de suma importancia en
muchos paises de Asia y Africa para combatir el problema de malnutricién en
nifos, mujeres embarazadas y lactantes. Actualmente, el arbol se produce a gran
escala en muchas regiones del pais y existen en el mercado nacional, productos a
base de las hojas, que se expenden con atribuciones excepcionales, en la mayoria
de los casos sin el sustento cientifico que lo avale, por lo cual fue necesario
caracterizar este recurso vegetal, desde el punto de vista nutritivo y toxicologico.
Con el apoyo del Doctor Mark Olson, investigador del Instituto de Biologia de la
UNAM, que ademdas de ser experto en la planta, es también coordinador de
muchos productores de moringa en el pais, gracias a eso, se pudo contar con
varias muestras de hojas de moringa provenientes de diferentes estados de la
Republica. Dentro de la composicion bromatolégica se obtuvo un contenido de
proteina cruda de hasta 25.31%; un contenido de grasa cruda de hasta 8.93%; y
un contenido de fibra cruda de hasta 16.81%, lo cual habla de un buen perfil
nutrimental al compararlo con otras hojas de consumo humano. El contenido de
proteina verdadera fue de hasta 18.45%. El porcentaje de digestibilidad in vitro se
obtuvo hasta de un 78.05%, la cual se puede considerar como buena por tratarse
de un vegetal. El contenido de calcio se obtuvo hasta de 2635.74 mg del mineral
por cada 100 g de hojas de moringa. Como resultado de la toxicologia analitica no
se presentaron niveles significativos de los toxicos estudiados. Finalmente, al
realizar el estudio estadistico se encontré que hay diferencia significativa entre las
diferentes muestras de hojas de moringa tanto nutrimental como
toxicolégicamente, estas diferencias en el contenido de nutrientes y téxicos
pueden ser explicadas por las distintas condiciones climaticas, época del afio y los

diferentes tipos de suelo donde se colectaron las hojas.



1. INTRODUCCION

En nuestro pais, la presencia de hambre y desnutricion es un problema
ancestral, presentdndose un alto porcentaje de desnutricion proteinico-energética,
particularmente en el sector infantil de zonas rurales y urbanas marginadas. Una
solucion a corto plazo es aumentar la produccion de alimentos de origen vegetal y
la busqueda de nuevas alternativas de recursos naturales, que tengan una buena
calidad nutritiva; asi como la difusion de las ventajas en el consumo de las
mismas.

Los alimentos de origen animal poseen un elevado valor nutricio; sin
embargo, son practicamente inaccesibles para una gran parte de la poblacién, en
cambio los alimentos de origen vegetal tienen gran importancia por su
disponibilidad y su menor precio, ademas de su adecuado valor nutritivo; por estas
caracteristicas son ampliamente usados en alimentacion humana y animal. Sin
embargo, las plantas producen y acumulan un amplio conjunto de metabolitos
indispensables para su desarrollo asi como metabolitos secundarios que juegan
un papel importante en el mecanismo de defensa contra sus depredadores
naturales; estos metabolitos son conocidos como factores téxicos vy
antinutricionales, y son capaces de impedir el maximo aprovechamiento del
material biolégico o de alterar el metabolismo de quien los ingiere dependiendo de
la dosis absorbida.

Un arbol que ha recibido mucha atencion en los ultimos afios para la
obtencion de recursos alimenticios, es el arbol cominmente conocido como
moringa (Moringa oleifera). Este arbol tiene gran potencial en México asi como
en muchas regiones de América tropical por su combinacion singular de
propiedades. En algunos paises de Africa y Asia que se encuentran en extrema
pobreza, la planta es utilizada como alimento y suplemento para combatir el
problema de malnutricion.

Actualmente existen en el mercado nacional, productos a base de las hojas
de moringa, que se expenden aduciendo atribuciones excepcionales, en la

mayoria de los casos sin el sustento cientifico que lo avale, por lo cual es



necesario poder caracterizar lo mejor posible este recurso vegetal, desde el punto
de vista nutritivo y toxicologico.

En el presente trabajo se evallan algunas cepas de hojas de moringa que
se cultivan en el territorio nacional, las cepas provienen de los siguientes regiones:
Escarcega, Campeche; Amuco de la Reforma, Guerrero; Zitdcuaro, Michoacan;
Cortijo, Oaxaca; Juchitan, Oaxaca; Chilac, Puebla; Sinaloa; Torredn, Coahuila. Se
realizé la determinacion del analisis proximal, proteina verdadera, digestibilidad in
vitro, calcio, hierro, vitamina C, densidad caldrica, y algunos factores téxicos y
antinutricionales como inhibidores de tripsina, nitratos, oxalatos, taninos y
saponinas. Finalmente con los resultados obtenidos se realizé el andlisis
estadistico que consistié en un analisis de varianza acoplado a la prueba de rango
multiple (Duncan) para discriminar si hay diferencia significativa estadisticamente

en la variable por analizar, de acuerdo a la procedencia de las hojas de moringa.



2.

OBJETIVOS

2.10bjetivo general

Determinar la composicion bromatolégica, algunos factores toxicos y

antinutricionales; asi como el potencial nutritivo de las hojas del arbol de moringa

(Moringa oleifera), de acuerdo a su procedencia de cultivo en el territorio

nacional.

>

2.20bjetivos particulares

Realizar la determinacién del analisis proximal a las hojas de moringa de
acuerdo a su procedencia.

Determinar el contenido de proteina verdadera y la digestibilidad proteinica
in vitro en todas las hojas de moringa a las que se les haya realizado el
analisis proximal.

Cuantificar el contenido de calcio, hierro, vitamina C, asi como el valor
caldrico en todas las muestras de hojas de moringa.

Determinar el contenido de los siguientes agentes toxicos y factores
antinutricionales: inhibidores de tripsina, nitratos, acido oxalico, taninos y
saponinas, a las diferentes hojas de moringa.

Realizar el andlisis estadistico de los diferentes parametros quimicos y la
prueba in vitro, para observar si hay diferencia significativa

estadisticamente entre las diferentes hojas de acuerdo a su procedencia.



3. GENERALIDADES
3.1Moringa oleifera

El arbol de Moringa oleifera es una de las 14 especies del género
Moringa, que pertenece a la familia Moringaceae. Este arbol es nativo de Asia y
el norte de Africa, ha sido introducido y naturalizado en algunas partes de la India,
Pakistan, Afganistan, Bangladesh, Sri Lanka, este y occidente de Africa,
Cambodia, Filipinas, Islas del Caribe, México, Peru, Paraguay y Brasil. En algunas
regiones del mundo la planta es conocida como: “arbol del rabano picante”, “palillo
de tambor”, “el mejor amigo de mama”, arbol del Ben”, “marango”, “arbol
milagroso”, “arbol maravilloso”, “arbol de reseda”, “angela”, “arbol de los
esparragos”, “arbol de purificacién”, entre otros. [2, 26, 62]

El &rbol crece rapidamente, incluso en suelos pobres, alcanza alturas desde
los 5 hasta los 15 m, es resistente a la sequia y tolera un amplio rango de
condiciones de lluvia. El tronco alcanza diametros desde los 25 hasta los 30 cm,
su corteza es blanquizca y sus raices ligeras y gruesas; hojas alternas, pequefias,
doble y triple pinnadas. Las flores se producen en paniculos y son aromaticas. El
fruto es alargado y triangular, contiene de 13 a 18 semillas. Las flores y los frutos
aparecen dos veces al afo. [2, 26, 62]

Moringa oleifera proporciona una rica y rara combinacién de nutrientes,
casi todas las partes del arbol: raices, tronco, hojas, frutos, flores, vainas y
semillas, son buena fuente de proteina, vitaminas (A, B, C, D, E y K), minerales
(calcio, cobre, hierro, potasio, magnesio, manganeso Yy zinc), B-caroteno,
aminoacidos, varios grupos fendlicos, tocoferoles (a y y) y en compuestos
llamados glucosinolatos e isotocianatos. Otras sustancias fitoquimicas como
taninos, esteroides vy tripertenoides, flavonoides, saponinas, antraquinonas,
alcaloides y azUcares reductores, también se encuentran presentes en la planta.
[2, 26, 42, 52]

Las hojas de moringa son una buena fuente natural de antioxidantes como
flavonoides, carotenoides y grupos fendlicos, ademas contiene el azucar simple
ramnosa. La alta concentracion de sustancias estrogénicas, B-sitoesterol, hierro,

calcio, fosforo, cobre, potasio, vitaminas A, B y C, a-tocoferol, riboflavinas, acido



nicotinico, acido fdlico, piridoxina, [-caroteno, proteinas y particularmente
aminoacidos indispensables como metionina, triptéfano y lisina, la hacen un ideal
suplemento alimenticio. Ademas las hojas contienen hormonas promotoras del
crecimiento. Extractos de las hojas de moringa han resultado contener una potente
actividad antioxidante contra radicales libres, ofreciendo una proteccion
significativa contra el estrés oxidativo. [2, 52]

En general, la planta presenta bajas concentraciones de factores
antinutricionales, sin embargo, esta reportado que las hojas contienen cantidades
apreciables de saponinas (80 g/kg en base seca), ademas de una baja cantidad
de fitatos (21 g/kg en base seca), taninos (12 g/kg en base seca) pero ausencia de
inhibidores de tripsina y amilasa, lectinas, glucosidos cianogénicos Yy
glucosinolatos. [26]

Las hojas, frutos, flores y vainas inmaduras son una importante alternativa
como suplemento alimenticio para combatir el problema de la malnutricion, son
utilizadas en regiones como la India, Pakistan, Filipinas, Hawai y muchas partes
de Africa, especialmente en nifios y madres lactantes. [2, 52]

Las hojas de moringa pueden ser un alimento disponible todo el afio y de
alta calidad, son comunmente consumidas como verduras, en ensaladas, en
sopas, en salsas de verduras y como encurtidos; pueden comerse frescas,
cocidas o almacenadas en forma de polvo seco, durante muchos meses, sin
refrigeracion y al parecer sin pérdida de valor nutritivo. En la India y Filipinas las
hojas frescas son usadas para preparar alimentos ricos en grasa, ya que al ser
una buena fuente natural de antioxidantes, es posible aumentar la vida util de los
alimentos. [6, 62, 67]

Las semillas pueden ser consumidas frescas, machacadas y asadas, tienen
un sabor dulce ligeramente amargo, pueden secarse y molerse hasta obtener un
polvo que se utiliza como condimento. Las vainas tiernas son comestibles y se
usan en sopa o0 se preparan a manera de esparragos. Las raices se pueden secar
y moler para su uso como condimento, tienen un sabor picante como el rdbano

rustico. [27]



Las semillas contienen polipéptidos, conformados de proteinas catidnicas
activadas con un peso molecular de entre 6 y 16 KDa y altamente alcalinas, que
sirven como aglomerantes naturales para el tratamiento de agua, ademas, poseen
poder antimicrobiano, fungicida y antioxidante, por lo tanto pueden ser utilizadas
como un método rapido y simple para limpiar agua sucia, asi, reducir costos y
ampliar el suministro de agua en paises en vias de desarrollo. [2, 26, 52]

El aceite proveniente de las semillas de moringa es muy estable a la
oxidacion por la presencia de antioxidantes naturales, esto explica que la industria
lo use en la produccion de cosmeéticos, lubricante para maquinaria, aceite de
cocina y combustible para lamparas, ademas, es muy apreciado en la industria del
perfume, debido a su alta capacidad para retener sustancias volatiles
responsables del aroma. También se ha utilizado como agente solidificante en
margarinas y otros alimentos que contiene grasa sélida y semisolida, eliminando la
etapa de hidrogenacion del proceso de elaboracién. [26, 52, 62]

Varias partes de la planta como las hojas, raices, semillas, frutos, flores y
vainas inmaduras actian como estimulante cardiaco y circulatorio, antitumoral,
antipirético,  antiepiléptico, antiinflamatorio, antitlcera, antiespasmadico,
antihipertensivo; para el tratamiento de diarrea, hipertension, infecciones de la piel,
anemia, asma, bronquitis, catarro, colera, conjuntivitis, tos, dolor de cabeza, dolor
de garganta, esguinces, tuberculosis, diabetes, osteoporosis; promueve los niveles
normales de glucosa en sangre, apoya el sistema inmune y aumenta la produccion
de leche materna en madres lactantes. [2, 67]

La planta de moringa también es utilizada como forraje, para la produccion
de biogas, en productos de limpieza doméstica, fertilizante y como planta
ornamental. [21]

Moringa oleifera fue introducida en América Central en los afios 1920
como planta ornamental y para cercas vivas. Es probable que la planta haya
llegado a nuestro pais por medio de los naos de China, que cubrian la ruta de
Filipinas a México; por lo cual, si llegd de esta forma, los tripulantes de las naves
la utilizaban como alimento y se establecié la costumbre de comer la planta en el

pais; este habito quedo perdido a lo largo de los siglos; sin embargo, en nuestro



territorio la moringa es parte de la horticultura tradicional y desde mucho tiempo,
se cultiva de manera informal con fines exclusivamente ornamentales. El arbol es
conocido en algunas regiones del pais como “perla”, “arbol de las perlas”, “arbol
de los esparragos” y “chinto borrego”. [21, 59]

Con el auge reciente del cultivo de moringa a nivel mundial por sus atributos
agroforestales, nutritivos y medicinales, este arbol ha llegado actualmente a
México en forma de semilla desde Africa y Asia, generalmente para su cultivo
intensivo en campos expresamente dedicados a la moringa, con la finalidad de
cosechar las hojas; sin embargo, la mayoria de las personas que cultiva este arbol
a escala intensiva, ignoran la presencia de la moringa en la horticultura mexicana,
ya que se encuentra cultivada con fines ornamentales en toda la costa pacifica del
pais. [2, 48, 53, 54, 58]

Teniendo en cuenta las excelentes propiedades nutricionales, la baja
toxicidad y la excelente capacidad de la planta para adaptarse a suelos pobres y
climas secos, la planta de moringa es una alternativa barata y confiable no sélo
para proporcionar una buena nutricion, también para la cura y prevencion de

muchas enfermedades. [26, 52]

3.2Composicién quimica de los alimentos
3.2.1 Analisis proximal
Las determinaciones que se realizan mas frecuentemente para conocer la
composicion de los alimentos incluyen la determinacion de humedad, cenizas,
extracto etéreo (grasa cruda), proteina total, fibra y carbohidratos asimilables. Este
tipo de analisis se emplea en todo el mundo para hacer descripciones de los
alimentos; y la mayoria de los requisitos legales para productos alimenticios se
basan en el sistema de Weende. [36]
3.2.2 Agua
El contenido de agua en la mayoria de alimentos frescos se encuentra entre
60-70%. Tanto en tejidos vegetales como animales se distinguen dos formas
generales, el agua libre, que es la forma mas predominate y se pierde con gran

facilidad, misma que se estima en la mayoria de los métodos para determinacion



de humedad; y el agua ligada, que se encuentra como agua de cristalizacién o
ligada a las proteinas y a las moléculas de disacéridos.

La mayoria de las funciones bioldgicas del agua estan relacionadas con su
propiedad de actuar como disolvente de numerosos compuestos. Participa en la
digestion (hidrdlisis de proteinas, grasa e hidratos de carbono), la absorcion de
nutrimentos digeridos, el transporte de metabolitos en el organismo, regula la
temperatura corporal, la excrecién de los productos de desecho asi como medio
donde se llevan a cabo las reacciones metabdlicas de un organismo.

En un alimento es importante determinar la cantidad de agua (humedad),
para darle un valor real a la cantidad de otros componentes; por otro lado, el dato
de la humedad esta relacionado con la edad y el estado de conservacion del
mismo. Un contenido de humedad mayor al 15% en los alimentos secos no es
admisible, ya que se supone una disminucién del valor nutritivo y la predisposicion
de los mismos para el desarrollo de microorganismos. [3, 4]

3.2.3 Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono (CHOS), son los nutrimentos mas abundantes y
baratos que se encuentran en la naturaleza y por lo tanto los mas consumidos.
Son compuestos de carbono, hidrégeno y oxigeno, con una férmula general de
Cn(H20), quimicamente son polihidroxicetonas o polihidroxialdehidos y sus
derivados, comunmente son de origen vegetal como: glucosa, sacarosa, al igual
qgue los polisacaridos almidon y celulosa. La lactosa y glucégeno son de origen
animal. [13]

Los hidratos de carbono son la principal fuente de energia en el organismo,
ademas de ser necesarios para llevar a cabo funciones biol6gicas, como la mejor
utilizaciébn de proteinas y grasa. Son comunmente encontrados en frutas y
vegetales en forma de azucares y almidones, mismos que representan la principal
fuente de energia en la dieta, como la celulosa, que representa una de los
componentes mas importantes de la fibra dietética. [12]

3.2.4 Grasas
Las grasas son un importante combustible contenido en los alimentos

debido al alto aporte calérico que suministran y representan una reserva



importante de energia. Son considerados quimicamente como ésteres de acidos
grasos y glicerol. Entre las funciones mas importantes de las grasas son el
mantenimiento de la temperatura corporal, reserva energética y vehiculo de
vitaminas liposolubles.

Los acidos grasos pueden ser sintetizados en el organismo mediante vias
metabdlicas especificas, sin embargo existen &cidos grasos de importancia
nutricional, ya que son indispensables, es decir necesaria su ingesta, debido a que
el organismo no los produce; tal es el caso del acido linoleico, linolénico y
araquidonico, los cuales son necesarios para realizar funciones especificas. [50]

3.2.5 Proteinas

Las proteinas, desempefan un papel importante en las funciones bioldgicas
del organismo humano, entre las que destacan la regeneracion y formacion de
tejidos, sintesis de enzimas, anticuerpos, hormonas y constituyentes de la sangre.
Los 6rganos se componen basicamente de proteinas, forman parte del tejido
conectivo, piel, cabello y de otros tejidos rigidos estructurales. Los alimentos mas
ricos en proteina son la carne, huevo, leche, pescado, leguminosas, nueces y
almendras. [61]

Todas las proteinas contienen nitrdgeno, carbono, hidrégeno y oxigeno,
algunas contienen azufre, fésforo y otros elementos como hierro, cobre o zinc. La
molécula de proteina se compone de unidades llamadas aminoacidos, unidos por
enlaces peptidicos, que contienen un grupo carboxilico y un grupo amino en
posiciéon a y un grupo R que varia en los distintos aminoacidos, a excepcion de la
glicina que dos de sus sustituyentes son hidrégeno. Dentro de los veinte
aminoéacidos conocidos, algunos son indispensables, debido a que el organismo
no los sintetiza y son arginina, lisina, treonina, triptéfano, fenilalanina, metionina,
histidina, leucina, isoleucina y valina.

Al hablar del aprovechamiento nutritivo de las proteinas, se deben distinguir
tres aspectos: cantidad, calidad y digestibilidad, debido a que consumir grandes
cantidades de proteina no implica que satisfagan las necesidades de aminoacidos
del individuo. La calidad de éstas, se define de acuerdo al contenido de

aminoacidos indispensables, que son utilizados para el crecimiento vy
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mantenimiento del organismo; la digestibilidad, se considera como una medida de
la capacidad con la que el organismo metaboliza y aprovecha los nutrimentos. [5,
22]

3.2.6 Fibracruda

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

La celulosa es el hidrato de carbono mas abundante en la naturaleza y es
uno de los componentes estructurales de las células vegetales, representando un
20-40% de la materia seca de las plantas verdes. La unién de las moléculas de
glucosa, mediante un enlace B-glucosido hace a la celulosa especialmente
insoluble y resistente a la degradacion por enzimas digestivas. [49]

La fibra cruda se encuentra en verduras, cereales, leguminosas y en frutas,
es responsable de la regulacién gastrointestinal con la reduccién del tiempo de
transito de los alimentos y el aumento de la masa fecal. [56]

3.2.7 Cenizas

Las cenizas, proporcionan un porcentaje aproximado de la cantidad de
minerales presente en la muestra, provienen de las sales minerales que incluyen
todos los compuestos inorganicos fijos de la muestra, son el residuo que queda al
incinerarlas. La incineracion de la muestra destruye la materia organica cambiando
su naturaleza, las sales metdlicas se convierten en Oxidos o carbonatos y
reaccionan durante la incineracion para formar fosfatos, sulfatos o haluros. Entre
los minerales presentes se encuentran el hierro, cobre, magnesio, sodio, calcio,
fésforo, azufre y zinc. [3, 36]

3.3 Proteina verdadera

Los tejidos vegetales contienen cantidades apreciables de nitrégeno no
proteinico, por lo tanto debe procederse con cautela, ya que no todo el nitrogeno
proviene exclusivamente de proteinas. Las plantas, ademas de aminoacidos libres

pueden contener cantidades apreciables de nitrdgeno no proteinico en forma de
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aminas, purinas, pirimidinas, nucleosidos, betainas, alcaloides, porfirinas y
aminoécidos no proteinicos. [24]
3.4 Digestibilidad in vitro

Los aminoacidos presentes en las proteinas no estan siempre disponibles
en su totalidad, debido a que la digestion y/o absorcion de los aminoacidos puede
ser incompleta.

Las proteinas de origen animal son generalmente asimilables ya que no hay
factores que condicionen su adecuada absorcién, mientras, que las de origen
vegetal lo son en menor proporcién, debido a la presencia de algunos factores
antinutricionales, ademas de que la digestibilidad de las proteinas de los alimentos
esta asociada con su contenido de fibra, lo que aumenta la excrecién de nitrogeno
en el excremento y reduce por consiguiente su digestibilidad.

Los procedimientos in vitro se han desarrollado para remplazar a los
procedimientos in vivo, tratando de simular en lo mas posible la digestién natural
para determinar la biodisponibilidad de las proteinas sin recurrir a ensayos

bioldgicos donde se manejan animales integros. [28]

3.5Complementacion bromatoldgica
3.5.1 Calcio
El calcio es el mineral mas abundante en el organismo, se encuentra en
mayor proporcion en los huesos en forma de fosfato de calcio y basicamente

desempefia un papel esencial en numerosos procesos bioquimicos y fisiolégicos.

El calcio, lleva a cabo una gran variedad de funciones en el organismo
como son:
v" Mecanismo de coagulacion de la sangre.
v" En la funcién cardiaca, actia manteniendo la integridad de las membranas
(ritmo cardiaco).
v' Transmision de impulsos nerviosos.

v" Mecanismo de secrecién de algunas hormonas.
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v Interviene en la integracién funcional del nervio y del musculo (contraccién y
relajacibn muscular).

v" Interviene en el funcionamiento de membranas celulares.

\

Permeabilidad y estabilidad de membranas celulares.
v" Formacién de dientes y sistema 6seo.

Los alimentos que aportan niveles elevados de calcio a la dieta (200-400
mg/100g) son: mariscos, pescado, yema de huevo, tortilla y productos lacteos; los
alimentos que aportan niveles medios (100-200 mg/100g) son: cereales en
general, frutos, carnes y la mayoria de los vegetales.

La deficiencia de este mineral, debido al exceso de fésforo o a la falta de
vitamina D, se manifiesta con sintomas como calambres, convulsiones,
desmineralizacion Osea (osteoporosis), detencion del crecimiento y raquitismo.
[10, 25, 30]

3.5.2 Hierro

Su presencia en el organismo es de suma importancia, en principio por
estar presente en la hemoglobina, donde toma un papel activo en la transferencia
de oxigeno de la sangre a los tejidos. También se encuentra en la mioglobina y la
médula 6sea. Participa en el proceso de respiracion celular en su ultima fase de la
cadena de transporte electrénico transfiriendo electrones en los citocromos,
participa en reacciones como la oxidacion del &cido ascérbico y lipidos
insaturados.

La absorcién de hierro en el organismo se da en la forma ferrosa (hemo)
Fe?". El hierro no hemo (Fe*"), consiste principalmente en sales de hierro; se
encuentra comunmente en los vegetales, los productos lacteos y los alimentos
fortificados con hierro. En general, la absorcién del hierro no hemo depende de
sustancias contenidas en el mismo alimento o comida que favorecen o inhiben la
solubilidad. El estimulante mas conocido para la absorcion del hierro no hemo es
el acido ascorbico (vitamina C), mientras que los inhibidores mas conocidos son
los fosfatos, el acido fitico, el calcio y los polifenoles. El hierro hemo proviene

esencialmente de la hemoglobina y la mioglobina contenidas en las carnes rojas,
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las aves y el pescado; aunque el hierro hemo representa una menor proporcion
del hierro alimentario que él no hemo, su absorcion es dos a tres veces mejor.

El contenido hierro es variable, los alimentos que presentan una cantidad
mayor de éste micronutriente son: mariscos, productos céarnicos, leguminosas y
huevo, contienen entre 5-18 mg/100g; las frutas, vegetales y productos lacteos
contienen una cantidad moderada entre 0.1-1.10 mg/100g.

Cuando hay deficiencia en el consumo de hierro se pueden presentar
problemas como anemia ferropénica, sangrado, poca resistencia a infecciones,
debilidad, fatiga, poca resistencia al frio y falta de atencion. [9, 23]

3.5.3 VitaminaC

El acido ascorbico pertenece al grupo de vitaminas hidrosolubles, es un
derivado de azucar de seis carbonos que participa en reacciones de hidroxilacion.
Quimicamente es la L-treo-2,3,4,5,6-pentahidroxi-2-hexeno-g-lactona o la
lactona del 4&cido L-3-ceto-treo-hexurénico. El elemento funcional de la vitamina
es la agrupacién diol en los carbonos 2 y 3 que hace que esta sustancia sea un
agente reductor, y se oxida facilmente a acido deshidroascorbico, que por si
mismo puede actuar como fuente de la vitamina, y da origen a la formacion de una
dicetona.

El mecanismo de accién de muchas actividades del &cido ascoérbico es
dificil de conocer sin embargo se sabe que interviene en la biosintesis de
colageno, en la degradacion de la tirosina, en la sintesis de adrenalina y &cido
biliar, estimula la absorcion de hierro, puede actuar como antioxidante hidrosoluble
general y puede inhibir la formacién de nitrosaminas durante la digestion.

Las plantas y muchos animales pueden sintetizar este compuesto a partir
del acido glucuroénico, pero los seres humanos, simios y los conejillos de Indias
carecen de la enzima L-gulonolactona oxidasa, por lo que la vitamina C es
esencial para estas especies. Las fuentes del acido ascorbico, son basicamente:
los citricos, los vegetales y los tomates. La oxidacién durante el almacenamiento
inactiva a la vitamina y este proceso se acelera cuando la temperatura es elevada,
la coccién es prolongada, la exposicion al aire es prolongada y en presencia de

catalizadores como el hierro.
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La deficiencia del acido ascorbico ocasiona escorbuto, que en los nifios se
asocia a esqueleto anormal, debido a anormalidades del colageno. En adultos se
desarrollan hemorragias llamadas equimosis y petequias, debilidad, inflamacién de
las encias y aflojamiento de los dientes. [8, 64]

3.5.4 Densidad calorica

La energia necesaria para el funcionamiento y crecimiento del organismo
humano se obtiene de la degradacion enzimatica de los alimentos que se ingieren,
la serie de reacciones involucradas en esta tarea constituyen el dominado
metabolismo. La energia total intercambiada en éste proceso es posible asociarla
a la de un proceso de combustién, sin embargo, éste Ultimo ocurre en un solo
paso (reaccion), y a altas temperaturas. La densidad cal6rica es la cantidad de
calor liberado cuando se quema en forma completa la masa de una sustancia a
presién y temperatura constantes, ésta proporciona una medida de la energia
quimica contenida en el alimento y puede ser determinado a través de un
calorimetro adiabatico. Este dispositivo mide el calor producido al quemar

completamente una muestra en atmdsfera con exceso de oxigeno. [45]

3.6 Agentes téxicos y factores antinutricionales

Algunos alimentos de la dieta humana, ademas de nutrimentos, contienen
sustancias sin valor nutritivo y que causan dafios al organismo, en el caso de las
plantas estas sustancias juegan un papel importante en el mecanismo de defensa
contra sus depredadores naturales. Estas sustancias se pueden clasificar como:
[50]

Sustancias antinutricionales: Su efecto se basa en disminuir la
disponibilidad o provocar una pérdida suplementaria de los nutrientes esenciales.
Estas sustancias provocan un desequilibrio, que se compensa con un aporte
suplementario de los nutrientes implicados, a la larga, determinan la aparicion de
una patologia particular. A este grupo pertenecen los inhibidores de tripsina y
amilasa, los taninos, los fitatos, anti vitaminas, anti enzimas, secuestrantes de

minerales, entre otros. [20]
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Sustancias toxicas: Son sustancias presentes en los alimentos capaces de
producir a corto plazo, efectos dafiinos, una anormalidad fisiol6gica, que no puede
ser atenuada por una suplementacidén de nutrimentos, generalmente son
xenobidticos de alto grado de toxicidad y afectan un 6érgano blanco. Dentro de este
grupo se encuentran los nitratos, algunas lectinas, los glucésidos cianogénicos,
entre otros. [20]

3.6.1 Inhibidores de tripsina

Los inhibidores de tripsina son sustancias antinutricionales que tienen la
capacidad de inhibir la actividad proteolitica de ciertas enzimas, en este caso,
especificamente de la tripsina, la cual es una enzima de suma importancia en la
digestion de los humanos y animales monogastricos. Se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, sobre todo, localizados en los 6rganos
reproductores de los vegetales y particularmente en las leguminosas.

Debido a la formacion de un complejo enzima-inhibidor, el pancreas se ve
estimulado a secretar un exceso de enzimas proteoliticas debido a la falta de
estas enzimas libres, lo que agranda e incrementa la demanda de la enzima por el
organo. Nutricionalmente estas sustancias causan un retraso en el crecimiento o
un indice bajo de la eficiencia proteinica (PER), debido a que los nutrimentos de
los alimentos no pueden ser bien aprovechados por el organismo. [20, 66]

Los inhibidores de tripsina son resistentes a la protedlisis, pero al ser
sustancias de naturaleza proteinica, un tratamiento térmico adecuado, puede por
lo menos, disminuir en gran medida la actividad de estos inhibidores. Sin embargo,
si se tratara de destruir por completo estas sustancias, las condiciones serian
bastante drasticas, ocasionando la degradacién de nutrimentos.

Kakade et al, ha propuesto un método en el cual ha fijado un limite maximo
permisible, de acuerdo a la actividad que presentan los inhibidores; cuando la
concentracion de los inhibidores de tripsina sobrepasa las 10 U.T.l / mg (unidades
de tripsina inhibida), se considera al alimento como no apto para alimentacién
humana, ya que no permiten la adecuada biodisponibilidad de ciertos nutrientes.
[54]
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3.6.2 Taninos

El término tanino se ha aplicado a cualquier compuesto con la capacidad de
convertir a las fibras de colageno, presentes en la piel de los animales, en
estructuras impermeables a ataques microbianos y resistentes a la degradacion en
condiciones extremas de humedad y temperatura; éste proceso comunmente es
conocido como curtido de la piel. [33]

Quimicamente, estas sustancias antinutricionales, son compuestos
oligoméricos con multiples unidades estructurales con grupos fendlicos libres, con
un peso molecular mayor a 500 Daltons, son solubles en agua, con excepcion de
algunas estructuras con peso molecular muy alto, tienen la propiedad de precipitar
alcaloides y otras proteinas; se clasifican como hidrolizables y condensados con
base en su tipo estructural y su reactividad contra agentes hidroliticos,
particularmente acidos; entre los primeros se encuentran, los ésteres de glucosa
como &cido galico, digitalico y elagico, como por ejemplo el &cido tanico o
simplemente tanino, que provoca lesién hepatica aguda (higado graso y necrosis
hepatica), son rapidamente hidrolizados por acidos, bases o ciertas enzimas;
mientras que los taninos condensados son flavonoides: polimeros de
antocianidinas, y no se degradan por tratamiento acido sino que tienden a
polimerizarse. [57, 63]

Los taninos tienen un gran impacto en la nutricibn humana y animal debido
a la habilidad que poseen de formar complejos con hidratos de carbono, proteinas
y con iones metdlicos di o trivalentes como el hierro, dando como resultado un
decremento en la biodisponibilidad de estos. Los taninos también se consideran
potentes inhibidores enzimaticos debido a su complejacion con enzimas digestivas
como amilasas, proteasas Yy lipasas retardando asi el proceso de digestion. Los
taninos se complejan con proteinas de la mucosa intestinal, lo cual dificulta la
absorcion de nutrientes. [11, 15]

Los taninos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal casi
ubicuamente. Se encuentran principalmente en las habas, los chicharos, los
frijoles y el sorgo; pero también en frutas, te y chocolate. Generalmente provocan

una respuesta negativa cuando se consumen, ya que son responsables de

17



producir una sensacion desagradable de astringencia debido a la union con las
proteinas de la saliva y de la mucosa bucal. El contenido de taninos esta
relacionado directamente con el color de las semillas o las flores; es decir que en
aguellas que tienen poco color o bien son palidas, se encuentran éstos en bajas
concentraciones, mientras que las que poseen colores intensos contiene niveles
significativamente mayores. [47, 57]

Los taninos sin embargo también producen efectos positivos debido a sus
multiples grupos hidroxilo, pues son considerados antioxidantes naturales, ya que
protegen contra las patologias mediadas por radicales libres en el hombre, como
el cancer y la arteriosclerosis.

Segun estudios, en cuanto a la remocién de taninos, se ha encontrado que
el remojo, lavado y coccién, remueve alrededor del 80% de taninos en semillas,
pero la materia seca pierde un 18-23%, el cual puede acarrear nutrimentos
solubles en el agua. [44]

La dosis diaria admisible (DDA) de acido tanico es de 500 mg/Kg. de peso
corporal/dia. Lo cual corresponde a 30, 000 mg de acido tanico por dia para una
persona adulta de 60 kg. [20]

3.6.3 Nitratos

Los nitratos se encuentran presentes en los alimentos de origen vegetal
como componentes inherentes de las plantas, en el aire que respiramos y como
contaminante en el agua potable debido al uso de fertilizantes nitrogenados. La
acumulacion de nitratos a partir del suelo es una caracteristica de gran
importancia para las plantas, ya que es en esa forma cémo la raiz toma el
nitrogeno del suelo, lo transforma a amoniaco y lo transporta a las hojas para
intervenir en la sintesis de proteinas. El proceso de acumulacion es muy complejo
y puede estar influido por diversos factores como la variedad y especie de la
planta, el grado de maduracion, su estado de salud, el contenido de humedad, el
tipo de suelo, la cantidad de luz recibida y la época de cosecha. El contenido de
nitratos varia en diferentes partes de la planta, los niveles mayores se encuentran
en los tallos y en las hojas; en cambio en las flores son menores y las semillas

usualmente se encuentran libres de éstos. [1, 18, 32]
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Quimicamente el ion nitrato es una molécula plana y simétrica formada por
un atomo de nitrdgeno y tres de oxigeno, con una carga negativa, cuya férmula es
NO3’, es pequefio con peso molecular de 62 g/mol, es estable y altamente soluble.

Solo en dos condiciones se puede tener una toxicidad por nitratos: en
primer lugar por una ingestion masiva de estos compuestos y en segundo lugar si
los mismos se transforman a nitritos por la microflora digestiva. El ion nitrito en
contraste con el ion nitrato, es inestable, por lo tanto es muy reactivo y esta dotado
de numeros efectos toxicos. El paso del ion NO3 al ion NO; no es posible de
forma espontanea ya que se trata de una reduccidon que necesita energia; en los
medios biol6gicos esta reduccion sélo puede efectuarse bajo la accion de una
enzima, la nitrato reductasa, presente en las plantas y en las bacterias, pero esta
enzima esta totalmente ausente en los tejidos animales. [20, 60]

Existen dos categorias de organismos capaces de efectuar rapidamente
esta transformacién de nitratos a nitritos: bebés de hasta de 6 meses de edad y
animales principalmente poligastricos como los rumiantes, en donde se da lugar a
elevados niveles de nitritos en la sangre, ocasionando metahemoglobinemia o
“sindrome del bebe azul”. [20, 47]

Ademas los nitratos tienen efectos cancerigenos, por si solos no lo son,
pero actian como pro-cancerigenos, lo cual quiere decir que reaccionan con otras
sustancias para formar compuestos que si lo son, a través de un proceso de
numerosas etapas:

Primero el nitrato es reducido a nitrito después de la digestién. En segundo
lugar el nitrito reacciona con compuestos organicos conocidos como aminas
secundarias o0 amidas, presentes en los alimentos para formar nuevas entidades
guimicas conocidas como N-nitroso compuestos ya sean nitrosaminas o bien
nitrosamidas, muchas de las cuales son cancerigenas; dentro del organismo esta
sintesis se lleva a cabo en el estbmago ya que se reunen las condiciones
necesarias como pH acido, nitrito libre, aminas secundarias basicas provenientes

de los alimentos o medicamentos. [65]
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Se ha demostrado que el lavado y coccion de vegetales reduce la
concentracion de nitratos desde un 2 hasta un 50%, encontrandose en el agua de
coccion una cantidad considerable de estos compuestos.

Las sales de nitrato y nitrito se emplean como aditivos en carnes y
productos carnicos, ya que desarrolla un color rosado caracteristico de dichos
productos cuando forman la nitromioglobina, y porque actian como inhibidores del
crecimiento de Clostridium botulinum, microorganismo anaerobio altamente
peligroso por las toxinas que sintetiza.

En 1974 la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud) en cooperacién con la
FAO, establecieron la Dosis Diaria Admisible (DDA) de nitrato de 3.65 mg/kg de
peso corporal/dia. Lo cual corresponde a 219 mg de nitrato por dia para una
persona adulta de 60 kg. [20]

3.6.4 Oxalatos

Los oxalatos, son sales o ésteres formados a partir del &cido oxalico
(HOOC-COOH), éste acido se encuentra presente en numerosas plantas en forma
libre o en forma de sales de sodio, potasio y calcio; las sales de Na y K son
solubles en agua, mientras que las sales de Ca son insolubles a pH neutro o
alcalino pero solubles en pH &cido. [20]

Los oxalatos estan distribuidos en muchos vegetales como el betabel, el
perejil, el apio, la espinaca, en la acelga, entre otros vegetales; se originan a partir
del metabolismo de los hidratos de carbono por la via glucolitica de la formacién
del &cido glicdlico y su subsecuente oxidacion a &cido glioxilico. Este proceso se
lleva a cabo por la accion del oxigeno molecular y de una enzima muy activa, la
glicolato oxidasa, localizada en los microcuerpos o peroxisomas de las plantas.
[46]

El acido oxalico no es toxico por su acidez sino por las reacciones del ion
oxalato; es un acido débil y s6lo en forma muy concentrada provoca la destruccion
del tejido vivo. Los oxalatos actian como agentes quelantes y reductores
directamente en el metabolismo de los iones calcio disminuyendo su
concentracion plasmatica e interviniendo en la formacion de cristales de calcio.
[29, 32]

20



Desde el punto de vista antinutricional, el problema principal de los oxalatos
es el de interferir en la disponibilidad de calcio en la racidon alimentaria. Se
considera que 2.5 g de acido oxalico precipitan 1 g de calcio, por lo tanto, la
disponibilidad de calcio de un alimento est4 determinada por la relaciéon acido
oxalico-calcio. Todos los alimentos que tengan una relacion superior a 2.25
constituyen una mala fuente de calcio y generalmente se consideran
descalcificantes. [20]

La ingestidon de oxalatos a través de la dieta rica en vegetales, produce
sintomas de envenenamiento, efectos dafinos en el tracto intestinal e
hipocalcemia. Se ha establecido que en general las plantas que contengan mas
del 10% de oxalatos en base seca pueden ocasionar efectos téxicos. El
precipitado insoluble bloguea los tabulos renales causando uremia, nefritis y
calculos renales; alrededor del 50% de los calculos renales son producidos por el
oxalato de calcio. Los cristales de oxalato de calcio son también responsables de
la oxaluria, una alteracion hereditaria correspondiente al metabolismo de la glicina,
en la cual practicamente toda la glicina sintetizada es metabolizada a acido
oxalico, via glioxilico. [16, 43]

El umbral de toxicidad del acido oxalico es bastante bajo; la dosis letal minima
en el hombre se valora en 5 g aproximadamente para un adulto de 68 kg de peso
[20]

3.6.5 Saponinas

Las saponinas son glucésidos anfifilicos, en los cuales la parte polar la
constituyen los azlcares (pentosas, hexosas o acidos urdnicos), que se
encuentran enlazados a un grupo no polar llamado aglicona o sapogenina, el cual
puede ser un esterol o un triterpeno, siendo triterpenoides la mayoria de
saponinas que han sido identificadas. Estas se encuentran ampliamente
distribuidas en el reino vegetal, principalmente en hojas, raices, tallos y flores. [50]

Las saponinas son sustancias en su mayor parte amorfas, de sabor
amargo, por lo general inodoras; sus soluciones coloidales al producir espuma
reducen fuertemente la tensién superficial por lo que pueden estabilizar

emulsiones de grasas y aceites, irritan ojos y piel cuando se tiene contacto, son
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termorresistentes, forman complejos con el colesterol y otros hidroxiesteroles. Son
medianamente solubles en agua y muy solubles en alcohol. [50]

Algunas saponinas inhiben el crecimiento de ciertos microorganismos y
hongos, ya que actuan precipitando esteroles de la pared celular.

Las saponinas crean lesiones gastrointestinales y si pasan a la corriente
sanguinea pueden hemolizar las células de los globulos rojos, es decir, destruyen
los glébulos rojos produciendo liberacién de hemoglobina; el punto de ataque en la
hemolisis, es el colesterol de la membrana de los eritrocitos, al unirse la saponina
al colesterol se da lugar a la formacion de canales en la membrana y/o una posible
desnaturalizacién. Se ha observado que se necesita una minima cantidad de
saponinas que rodeen a la membrana para producir hemolisis. Ademas las
saponinas pueden producir fallas en la respiracion, convulsiones y coma. [17, 31]

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

Las saponinas se utilizan como sustancias que disminuyen la tension
superficial, como espumantes y emulsificantes en productos como: detergentes,

helados, bebidas carbonatadas, shampoos, jabones y extinguidores de fuego. [31]

22



4. MATERIALES Y METODOS
4.10btencion del material biolégico

Gracias a la colaboracion del Dr. Mark Olson del Instituto de Biologia de la
UNAM, quien es experto en la planta en cuestion, y quien tomo la iniciativa de
congregar y organizar a la mayoria de los productores y comercializadores de
moringa en nuestro pais; este académico, pudo proporcionar varias cepas de
hojas de moringa secas que se producen en el territorio nacional. Se procedi6 a
fraccionar las hojas en un molino de laboratorio (Tomas Wiley Laboratory Hill Mod.
4), pasadas a través de una malla de 1 mm de diametro, y asi obtener las harinas
respectivas del material biolégico.

Se conté con cepas de hojas de moringa secas de ocho regiones del pais:

v Sinaloa v Juchitan, Oaxaca

v’ Zitacuaro, Michoacan v Chilac, Puebla

v' Escarcega, Campeche v' Amuco de la Reforma, Guerrero
v Cortijo, Oaxaca v' Torredn, Coahuila

En la figura 1 se muestra un diagrama de flujo que ilustra de manera

general el desarrollo experimental del presente trabajo.
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Figura 1. Diagrama general de la investigacion.

4.2 Analisis quimico bromatoloégico [7, 39]

Con la harina de las hojas de moringa, se realizé el analisis proximal de
acuerdo al esquema Weende, que consta de las siguientes determinaciones:
humedad, proteina cruda (Nx6.25), extracto etéreo, fibra cruda, cenizas e hidratos
de carbono digeribles por diferencia, las cuales se realizaron por triplicado y de
acuerdo a los métodos establecidos por la AOAC.
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4.3 Determinacion de proteina verdadera [39, 51]

La técnica se basa en la solubilizacion del nitrdgeno no proteinico asi como
de la proteina soluble y la posterior precipitacién de dicha proteina con tungstato
de sodio, con el fin de eliminar el nitrdgeno no proteinico que puede interferir en la
determinacion del nitrégeno por medio de un micro-Kjeldahl.

Con este método la proteina insoluble también es tomada en cuenta, ya que
en la etapa de filtracion esta queda incluida junto con la proteina soluble
precipitada.

Material y reactivos

» Balanza analitica Sartorius » Mezcla digestiva (1)

Analytic 022605 » Solucién de 4cido borico con
» Digestor Tecator modelo ab- indicadores (2)

20/40 » Solucioén de HCI 0.01N
» Dispositivo de microdestilacion (valorada)

Tecator » Solucion de NaOH 60%
» Agitador magnético Corning » Solucion precipitante (3)
» Barras magnéticas de 12x5 mm » Sulfato de potasio (R.A.)
» Papel Whatman # 50 de 5 cm de » H,O4 al 30%

diametro
» Tubos de digestion especiales

Tecator

1) Mezcla digestiva: se mezclan durante aproximadamente 30 minutos los
siguientes reactivos y en la siguiente proporcién: 3g de CuSO45H,0, 300
mL de H,SO4 concentrado y 100 mL de H3PO,.

2) Solucién de acido bdrico con indicadores: pesar 10 g de acido bérico y
colocarlos en un matraz de 2 L; se adiciona agua hasta disolverlo, a
continuacion se agregan 70 mL de indicador A (100 mg de fenolftaleina
aforados a 100 mL con alcohol etilico) y 20 mL de indicador B (33 mg de
verde de bromocresol y 66 mg de rojo de metilo aforados a 100 mL con
alcohol etilico). Se ajusta el color a un tono café rojizo con acido o base
segun se requiera, se aforaa 2 L.

3) Solucion precipitante: disolver 5g de tungstato de sodio y 1.51 g de
Na,HPO412H,0 en 20 mL de agua, afadir 22 mL de HCIl 2N y mezclar;
aforar a 50 mL con agua destilada.
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Procedimiento
a) Proceso de precipitacion:

Pesar de 50-100 mg de muestra finamente molida y colocarla en un vaso de
precipitado de 50 mL. Agregar 5 mL de agua caliente y agitar mecanicamente por
15 minutos, se agregan 2 mL de solucion precipitante y se deja reposar 10
minutos; transferir cuantitativamente para su filtracion en papel Whatman #50,
utilizando 25 mL de agua destilada caliente y ligera succion.

b) Proceso de digestion:

Colocar el papel filtro con el precipitado en un tubo de digestion, al cual se
le agregan 0.5 g de K,SO,4, y 5 mL de mezcla digestiva; se coloca en el digestor y
se calienta aproximadamente 15 minutos, se retira del digestor y se espera a que
se enfrie para afiadirle 3 mL de H,0, al 30%, se introduce nuevamente al digestor
y se calienta hasta que la digestion sea completa (temperatura de digestion de
370°C).

c) Destilacién vy titulacion:

Una vez efectuada la digestion se deja enfriar el tubo digestor y se procede
a la destilacion en el microdestilador, el cual debe estar previamente en proceso
de generaciéon de vapor (caliente). El equipo se enjuaga con un tubo blanco lleno
con agua y se calibra con dos tubos de dextrosa, una vez listo, se le adiciona a
cada tubo 10 mL de agua destilada, se coloca el tubo, se cierra la puerta de
seguridad y se da inicio a la destilacién y a la titulacion; la destilacion se lleva a
cabo en el equipo con NaOH al 60% vy la titulacion con HCI 0.01N. Finalmente el
amoniaco atrapado en el acido borico se titula con HCI 0.01N, hasta un vire de
color verde esmeralda a un rosa claro.

Célculos

Para realizar los célculos es conveniente correr un blanco, en donde se
sustituye la muestra por el equivalente en peso de glucosa 0 sacarosa;
trabajandose de la misma forma.

(P — B)(N)(meq)(100)
m
% Proteina = % N X F

%N =
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Dénde:

P: mL de la titulacion de la muestra meq: mili equivalentes de nitrégeno
B: mL de la titulacion del blanco (0.014)
N: normalidad de la solucion de HCI m: peso de la muestraen g

F: factor de conversién general (6.25)

4.4Digestibilidad in vitro [36]

Se fundamenta en que, al llevarse a cabo la digestién de las proteinas por
proteodlisis, se libera al medio H* (por la ruptura del enlace peptidico),
disminuyendo asi el pH. Asumiendo una correlacion entre la liberacion de H* y la
digestibilidad de la proteina, ésta Ultima puede evaluarse por el registro de la
disminucién del pH, mientras mas bajo sea el pH mas digerible sera la proteina. La
AOAC describe un método que utiliza un sistema multienzimatico de las siguientes
enzimas proteoliticas: tripsina, quimotripsina, peptidasa y proteasa bacterial, sin
embargo, la peptidasa (SIGMA-7500) se ha descontinuado del mercado por lo que
se ha sustituido por pepsina géstrica de porcino (SIGMA P-7000). Se mide el pH al
final del experimento y se determina el % de digestibilidad con el dato
proporcionado por el potenciémetro.

Material y reactivos

» Bafos de recirculacion a » Tripsina pancreatica de porcino (SIGMA
37°C y 55°C de agua con T-0134)
agitacion LAB-LINE » a-Quimotripsina bovina (SIGMA C-4129)
INSTRUMENT > Pepsina gastrica de porcino (SIGMA P-
conectados por 7000)
mangueras. » Proteasa bacterial (SIGMA-P5147)

> Potencidometro.

Solucién A: disolver 227040 BAEE unidades de Tripsina (SIGMA T-0134)
(1), 1860 BAEE unidades de a-quimotripsina (SIGMA C-4129) (2), 2321
unidades de pepsina gastrica de porcino (SIGMA P-7000) (3), en 10 mL de
agua.

Solucion B: disolver 65 unidades de caseina de proteasa bacterial (SIGMA-
P5147) (4) en 10 mL de agua.

Donde BAEE es el sustrato N-a-benzoil-L-arginina etil éster.
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1)

2)

3)

4)

Una unidad de tripsina produce un AA,s3 de 0.001 por minuto a pH 7.6 a
25°C, usando BAEE como sustrato. Contiene 16700 BAEE unidades por
mg de proteina. Por lo tanto para disolver 227040 BAEE unidades de
tripsina, se requiere:

(1mg de tripsina x 227040 unidades BAEE)
16700 unidades BAEE

Una unidad de a-quimotripsina hidroliza 1umol de BTEE (N-benzoil-L-

= 13.59 mg de tripsina

Tirosina etil éster) por minuto a pH 7.8 a 25°C. Contiene 54 BAEE unidades
por mg de a-quimotripsina. Por lo tanto, para disolver 1860 BAEE unidades
de a-quimotripsina, re requiere:

(1mg a — quimotrpsina X 1860 unidades BAEE)
54 unidades BAEE

Una unidad de pepsina libera 1.0umol de B-naftiilamina de L-Leucina-B-

= 34.44 mg quimotripsina

naftilamina por minuto a pH 7.1 a 37°C. Contiene 456 unidades por mg de
pepsina. Por lo tanto para disolver 2.32 unidades de pepsina L-Leucina-§-
naftilamina, se requiere:

(1mg pepsina x 2321 unidades)
456 unidades

Una unidad de proteasa hidroliza para producir color equivalente a 1.0 umol

= 5.09 mg pepsina

de tirosina por minuto a pH 7.5 a 37°C. Por lo tanto para disolver 65
unidades de proteasa bacterial, se requiere:

(1mg proteasa x 65 unidades)
5.5 unidades

= 11.81 mg proteasa

Procedimiento

Se parte de 10 mg de nitrégeno de la proteina (caseina) o muestra segun

sea el caso, a la cual se le afiaden 10 mL de agua destilada en agitacién a una
temperatura de 37°C durante 1h, a continuacién se mide el pH el cual se ajusta a
8.0£0.03 con HCIl o NaOH 0.1N segun sea el caso. Inmediatamente se le adiciona
1.0 mL de solucién A, la cual debe permanecer 10 minutos exactamente en
agitacion a una temperatura de 37°C, transcurrido el tiempo, se afiade 1.0 mL de

solucion B, permaneciendo en agitacion 9 minutos a una temperatura de 55°C. Al
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término, se coloca la muestra a 37°C durante 1 minuto y a los 20 minutos exactos
de haber adicionado la solucion A, se mide el pH.

El pH para la caseina control o referencia debera ser de 6.42+0.05 y soélo
hasta que se obtiene este pH en la serie de referencia, se podra realizar la
determinacion de las muestras a ensayar.

Calculos

El % de digestibilidad se obtiene al sustituir el pH en la siguiente formula:

% digestibilidad = 234.84 — 22.56(pH)

4.5Complementacion bromatoldgica
4.5.1 Determinacion de calcio [39]
Se fundamenta en la precipitacion de este mineral como oxalato de calcio,
su posterior disolucién en acido sulfarico y su cuantificacion indirecta como acido
oxalico.

Material y reactivos

» Balanza analitica Sartorius » HCI concentrado
Analytic 022605 » Sol. saturada de oxalato de
» Mufla Thermolyne amonio
» Crisoles de porcelana » Indicador rojo de metilo
» Desecador » Solucién de hidréxido de amonio
» Parrilla de agitacion y » HCI0.01IN
calentamiento » H»SO,; 1IN
» Papel filtro > KMnO4 0.1N
» Filtros de vidrio

Procedimiento

Se calcinan 3 g de muestra a 550° C hasta obtener cenizas blancas. Se
humedecen con 5 ml de HCI concentrado, evaporando hasta sequedad en parrilla
eléctrica. Posteriormente, se humedece el residuo con 5 ml de HCI concentrado,
adicionandose 25 mL de agua destilada, se calienta la mezcla hasta el inicio de
ebullicion y deja enfriar. En seguida, se procede a filtrar recibiendo la solucion en
un matraz aforado de 50 mL, se lava el vaso de precipitados para obtener los
residuos y finalmente se afora el matraz (sol. “A”).

Se transfirieren 25 mL de la solucion “A” a un vaso de precipitados de 100
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mL y se calienta hasta llegar a ebulliciébn. A continuacion, se adicionan 10 mL de
solucién saturada de oxalato de amonio y unas gotas de indicador rojo de metilo,
para posteriormente afadir gota a gota una solucion de hidroxido de amonio,
hasta llegar al punto de neutralizacion (vire color amarillo). Inmediatamente, se
coloca la solucion a ebullicion para precipitar el oxalato de calcio. Una vez fria la
solucién, se adiciona HCI 0.01 N hasta obtener una coloracién rosa (pH 5), y se
deja reposar durante toda la noche.

Al dia siguiente, usando un filtro de vidrio poroso se procede a lavar la
solucion con 50 mL de agua destilada caliente, desechandose las aguas del
filtrado. Después de lavar perfectamente el matraz Kitasato, se procede a realizar
la filtraciébn mediante lavados con 50 mL de H,SO, caliente (1 N) hasta llevar a un
volumen de 100 mL, para inmediatamente realizar la titulacion a una temperatura
de 80° C, utilizando una soluciéon de KMnO,4 0.1 N hasta obtener una coloracion
rosa permanente.

Calculos

Para determinar el contenido de calcio presente en las muestras, se utiliza

la siguiente formula:

_ (mL KMnGQ,)(2 mg Ca)(A) X100
~ (ImLKMnO, )(B)(1000)(w)

% Ca

Dénde:

mL KMnO4 0.1 N= mililitros de permanganato de potasio gastados en la
titulacion

(1 mL de KMnO4 0.1 N equivale a 2 mg de Ca)

A = aforo correspondiente a 50 mL

B = alicuota de 25 mL

w = peso de la muestra en gramos

4.5.2 Determinacion de hierro [36]

Se fundamente en la formacion de un complejo de color rojo entre la
ortofenantrolina y el Fe?*, que absorbe notablemente en las regiones del espectro
visible a una longitud de onda de 530 nm.

Material y reactivos

» Crisoles de porcelana » Solucién de ortofenantrolina (1)
» Desecador » Solucion de clorohidrato de
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2)

3)

4)

a)

Parilla de calentamiento hidroxilamina (2)

Pipetas graduadas de 1, 5y 10 > Buffer de acetatos (3)
mL » Estandar de hierro (4)
Matraz aforado de 50 mL » HCI concentrado

Embudo de tallo corto
Pinzas para crisol

Mufla Thermolyne
Espectrofotometro Thermo
Scientific

Solucién de ortofenantrolina: disolver 0.1 g de ortofenantrolina en 80 mL de
agua destilada a 80°C, enfriar y aforar a 100 mL con agua.

Solucion de clorohidrato de hidroxilamina: disolver 10 g de la sal en agua
destilada y llevar a un volumen de 100 mL.

Buffer de acetatos: disolver 8.3 g de acetato de sodio anhidro, adicionar 12
mL de acido acético y aforar a 100 mL con agua destilada.

Estandar de hierro (0.01 mg/ml): disolver 3.512 g de Fe(NH,;)2(S04)2.6H,0
(sulfato ferroso amoniacal, P.M. 392.14 g) en agua, adicionando
previamente unas gotas de HCIl y aforar a 500 mL. Se toman 10 mL de

dicha solucion y se aforan a 1000 mL con agua destilada.

Procedimiento
Preparacioén de la cuerva estandar:
Tomar 0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 y 6.0 mL de la solucién estandar

de hierro, ajustar cada uno de los tubos a 10 mL con agua destilada y afiadir en el

siguiente orden: 1 mL de clorohidrato de hidroxilamina, agitar; 5 mL de buffer de

acetatos, agitar y 1 mL de ortofenantrolina, agitar. Dejar en reposo entre 10 y 15

minutos. Leer a 530nm, usando el tubo cero como blanco.

b)

Preparacion de la muestra:

Se pesan por triplicado 3.5 g de muestra en un crisol y se obtienen las

cenizas quemando primero con mechero y posteriormente calcinando en mufla a

550°C durante tres horas. Al crisol frio afiadir con pipeta y en la campana 2 mL de

HCI concentrado para disolver las cenizas. Evaporar en la campana, enfriar y

afiadir 1 mL de HCI concentrado y 3.5 mL de agua destilada, con un agitador de
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vidrio tratar de disolver las cenizas en su totalidad. Pasar cuantitativamente el
liquido a un matraz aforado de 50 mL, volver a lavar el crisol con agua dos o tres
veces mas, pasando los liquidos de lavado al matraz y después aforar. Filtrar y del
filtrado tomar tres alicuotas de 10 mL. Desarrollar color de la misma forma que se
hizo para la curva estandar. Si el color desarrollado es muy intenso, usar alicuotas
de 5 mL de agua cuantas veces sea necesario y desarrollar color nuevamente.

Calculos

Se elabora la curva estandar de la solucion de hierro graficando ABS (y) vs
concentracion de hierro en mg (x). A partir de la ecuacion de la recta de la curva
estandar y la lectura de absorbancia de la muestra problema es posible conocer la
concentracion de hierro (en mg) de la muestra problema con la siguiente ecuacion:

_y—b
T m

X

Dénde:

X: concentraciéon de hierro en mg

y: ABS de la muestra problema

m: pendiente de la ecuacion de la curva estandar

b: ordenada al origen de la ecuacion de la curva estandar

Con la concentracion de hierro expresada en mg de la muestra problema,
se puede conocer el % de hierro con la siguiente formula:
_ () (A)(100)
C - —_—
(a)(p)

Doénde:

X: concentracién de hierro en mg

C: mg de hierro / 100 g muestra

A: aforo del matraz (50 mL)

a: alicuota tomada del matraz (10 mL)
p: peso de la muestraen g

4.5.3 Determinacién de vitamina C [36]
Se fundamenta en la reduccidén del 2,6-diclorofenol-indofenol (compuesto
pigmentado) a una forma incolora por la presencia de vitamina C. El acido
ascorbico se transforma en acido deshidroascérbico; por lo cual la determinacién

de este reactivo es una valoracion volumétrica de 6xido-reduccion.
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Material y reactivos

» Balanza analitica Sartorius » Solucion de acido acético al 5%
Analytic 022605 » Solucion estandar de vitamina C

» Papel filtro de poro grueso (1)

» Pipetas volumétricas » Solucion de diclorofenol-

» Bureta indofenol (2)

» Matraz Erlenmeyer » Bicarbonato de sodio

1) Solucion estdndar de vitamina C:. pesar con exactitud 100 mg de acido
ascorbico anhidro y colocarlo en un matraz volumétrico de 100 ml y llevar al
volumen con acido acético al 5%. La concentracion de la vitamina C es de 1
mg/ml.

2) Solucion de diclorofenol-indofenol: pesar 100 mg de 2,6-diclorfenol-
indofenol y 50 mg de bicarbonato de sodio, disolverlos y llevar con agua
destilada a 1000 mL, valorar esta solucion, colocando 1 mL de solucion
estandar de vitamina C con 9 mL de &cido acético al 5 % en un matraz
Erlenmeyer y titular con la solucion colorante hasta que persista el color
rosado por lo menos durante 10 segundos. La cantidad consumida en

mililitros se considera como el titulo que equivale a 1 mg de vitamina C.

Procedimiento

Pesar de 5 a 10 gramos de la muestra problema, inmediatamente
homogenizar con 50 mL de &cido acético al 5% con el fin de inactivar a la
ascorbato oxidasa enddgena. Llevar a 100 mL con agua destilada, dejar que
sedimente el material insoluble. Para eliminar la mayor cantidad de material
insoluble del sobrenadante, filtrar a través de papel filtro de poro grueso y obtener
alicuotas de 10 mL para la valoracion de vitamina C.

Colocar cada alicuota en un matraz Erlenmeyer, titular con la solucion
valorada de diclorofenol-indofenol, hasta que persista el color rosado por lo menos
10 segundos.

Célculos

1 mL de la solucién estandar de vitamina C llevado a 10 mL con acido

acético al 5%, se valora con la solucion de diclorofenol-indofenol. La cantidad
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consumida en mililitros se considera como el titulo que equivale a 1 mg de
vitamina C; es decir, si se gastan 20 mL de la solucién de diclorofenol-indofenol,
entonces 20 mL = 1 mg de vitamina C.

De acuerdo al volumen gastado de la solucion de diclorofenol-indofenol en
la titulacion de la muestra problema y tomando en cuenta la alicuota, el aforo y el
peso de la muestra, su puede calcular el % de vitamina C de acuerdo a la
siguiente formula:

T X 1mg de vitamina C X A X 100
VXY xXW

% vitamina C =

Dénde:

T = Volumen de titulacion de la muestra problema

A = Aforo del extracto de la muestra problema (100 mL)

V = Volumen gastado de la solucion de diclorofenol-indofenol en la valoracion de
la solucion estandar de vitamina C (20 mL)

Y = Alicuota tomada del extracto de la muestra problema (10 mL)

W = Peso de la muestra problema en g

4.5.4 Densidad calérica [34]

La densidad caldrica, también denominada densidad energética de un
alimento o dieta, es la cantidad de energia en términos de kilocalorias que
proporciona un gramo de alimento o dieta. Para obtener el contenido calérico, se
somete una fraccion de la muestra a combustion total, dentro de un recipiente
cerrado y en presencia de un exceso de oxigeno que asegure una completa
combustion. En el caso especifico de la bomba calorimétrica, la elevacion de la
temperatura por efecto de la combustién, es detectado por un termopar, el cual a
su vez esta acoplado a un galvanémetro de alta sensibilidad, produciéndose una
diflexion que se traduce en una lectura, la cual al interpolar en una curva de
calibracion previamente establecida de un material de densidad energética
conocida, proporcionara su valor calorico. El anterior dispositivo pertenece al
grupo de calorimetros, denominado calorimetro de medicion de un incremento de
temperatura temporal.

Material y reactivos

» Acido benzoico (Patrén de referencia cuyo valor calorico esta certificado)
» Desecador de vidrio
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Balanza analitica (SARTORIOS ANALITYC)
Estufa de secado a presién reducida (BLUE M)
Mecha de algoddn de 75 mm de largo

Crisol de acero inoxidable de 25.4 mm de diametro
Mango metalico compactador

Bomba calorimétrica balistica GALLENKAMP

YVVVYVYYY

Procedimiento
a) Tratamiento de la muestra:

Las muestras deben ser homogéneas, por lo que antes de realizar el
pesado se coloco una pequefia cantidad en un mortero y se homogeneizé. El peso
de las muestras para cada dieta fue de 500 mg, se colocaron en un crisol metalico
a peso constante junto con la mecha de algodon quedando una parte de esta
fuera, para después realizar la ignicion de las mismas, el peso registrado
corresponderia a un peso preliminar. La compactacion de las muestras se realizo
con el mango para que las muestras quedaran uniformes, con un extremo de
mecha dentro de éstas, por lo cual se realizé un segundo pesado para asi obtener
el peso final.

b) Ignicion de muestras:

Después de esto se efectud la ignicion de cada muestra esto con ayuda de
la bomba calorimétrica, colocando cada crisol de uno en uno en la base superior
del pilar central de la bomba, se introdujo la punta libre de la mecha en el alambre
de ignicion, se cerrd el cartucho con el capuchén de tal forma que el cierre fuese
hermético, colocando el sensor del termopar en el orificio del capuchoén. La presién
en la bomba debe ser de 25 bars de 20 a 30 segundos, por lo cual se utilizé un
cilindro de oxigeno; alcanzada esta presion se cerré la valvula de paso y se ajusto
el indicador del galvanémetro a cero, se deben de mantener las condiciones por
10 segundos para poder oprimir el boton de ignicion y comenzar la combustion
que da la lectura maxima alrededor de 3 minutos, registrada en el galvanometro.
Se desconecté el sensor, se liberaron los gases y se quitd el capuchéon para
atemperar con hielo para seguir con la determinacion. Esto se realizé para cada

muestra y por triplicado.
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Célculos

Se utilizé una curva de calibracion de acido benzoico experimental, a partir
de las lecturas obtenidas para la combustion del acido benzoico, en donde se
convirtieron los gramos de acido a kJ y kcal, con los datos se traza la curva de
calibracion del contenido caldrico en kJ (x) vs lectura (y), se interpola la densidad
caldrica de cada muestra.

En donde:

1 g de acido benzoico = 26454.3 ] = 26.45k]
4.1868 k] = 1 kcal

A partir de la ecuacién de la recta de la curva de calibracion y de las
lecturas obtenidas en la combustion de la muestra la muestra problema, es posible
conocer el contenido cal6rico (kJ) de la muestra problema con la siguiente

ecuacion:

Dénde:

X: contenido calérico de la muestra problema en kJ

y: lectura de la combustion de la muestra problema

m: pendiente de la ecuacion de la curva de calibracion

b: ordenada al origen de la ecuacion de la curva de calibraciéon

Con el contenido calérico de la muestra problema expresado en kJ, se
puede conocer el contenido calérico (kJ) en 100 g de muestra con la siguiente
formula:

c=% (;;)0)
Donde:

C = contenido calorico en 100 g de muestra problema
X = contenido calérico de la muestra problema en kJ
W = peso de la muestra en g
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4.6 Agentes toxicos y factores antinutricionales
4.6.1 Determinacion de inhibidores de tripsina [41]

La técnica de Kakade se basa en observar la inhibicion 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 estandarizada de tripsina, y
después de cierto tiempo se determina la activad proteolitica remanente, por
medio de un sustrato sintético (BAPNA), el cual produce una coloracion que se lee
en el espectrofotometro a una longitud de onda de 410 nm. Dicha coloracion es
inversamente proporcional al contenido de inhibidores en la muestra.

Material y reactivos

» Potenciémetro » NaOH 0.01N
» Parrilla de agitacion magnética » HCI 0.001N
Corning Sttrrer Multiple position > Acido acético al 30%
» Bafio de agua a 37°C Grant » Solucion amortiguadora Tris
Mod. 67530 (hidroximetil-amino-metano) pH
» Espectrofotdmetro Thermo 8.2, 0.05M (1)
Scientific » Solucién estandar de tripsina
» Mezclador de tubos Lab-Line bovina (Sigma T-8253) (2)

» Solucién de BAPNA (benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida-
HCI)(Sigma B-4875) (3)

» Dimetilsulféxido

1) Solucion amortiguadora Tris: se pesan 1.51g de Tris y 0.73g de cloruro de
calcio (CaCl,2H,0), se disuelven en 200 mL de agua destilada, se ajusta el
pH a 8.2 y se afora a un volumen de 250 mL.

2) Solucién estandar de tripsina bovina: se pesan 4 mg de tripsina bovina y se
disuelven en 200 mL de HCI 0.001N.

3) Solucion de BAPNA: 100g de BAPNA se disuelven en 2.5 mL de
dimetilsulféxido y se diluye en 250 mL de amortiguador Tris previamente
calentado a 37°C.
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Procedimiento
a) Preparacion del extracto:

Se pesa aproximadamente 1 g de la muestra molida y desengrasada (<5%
grasa) en un vaso de precipitado y se adicionan 45 mL de NaOH O0.01N,
posteriormente se ajusta el pH a 9.6+0.2 y se afora con NaOH 0.01N a 50 mL. Se
trasvasa a un vaso que contenga un magneto para agitar la suspension por
espacio de 2:30 hrs. a 300 r.p.m. Después de dicho tiempo se detiene la agitacion,
se deja reposar por 30 minutos. Por decantacion se obtiene el sobrenadante
desechando el residuo insoluble. El sobrenadante debe ser diluido hasta el punto
que 1.0 mL de extracto produzca una inhibicion de 40-60%; este requisito es
indispensable para reducir la desviacion estandar relativa.

b) Determinacion de la actividad:

Porciones de 0.0, 0.6, 1.0, 1.4 y 1.8 mL de extracto directo o diluido son
pipeteados a tubos de ensayo por duplicado (2 series de 5 tubos) ajustando el
volumen a 2.0 mL con agua destilada. Se introducen a un bafio de agua a 37°C. A
una serie de 5 tubos se les adiciona 2.0 mL de solucion estandar de tripsina
(previamente atemperada a 37°C) a cada tubo, se agita y se introduce al bafio por
espacio de 10 minutos. A continuacion se adicionan 5.0 mL de solucion BAPNA
(previamente atemperada a 37°C), a cada tubo de la misma serie, se agita y se
mantiene dicha mezcla de reaccion por 10 minutos exactos (con cronémetro) en el
bafio de 37°C. La reaccion enzimatica se detiene por la adicién de 1.0 mL de acido
acético al 30% agitandose inmediatamente.

La segunda serie de tubos llevan el mismo tratamiento, s6lo que, en este
caso los reactivos (estandar de tripsina, BAPNA y acido acético al 30%) se
adicionan sucesivamente, sin espacio de tiempo entre las adiciones y agitando
inmediatamente terminada la adicion del BAPNA; cada tubo de esta serie es el
banco respectivo de la primera serie.

En caso de que se observe precipitacion en los tubos de ambas series, es
necesario filtrar en papel Whatman #1.

La lectura en el espectrofotometro se realiza a 410 nm y cada tubo de la

serie 2 es el blanco de la serie 1 en el orden respectivo.
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Caélculos

Una unidad de tripsina (U.T.) es arbitrariamente definida como un
incremento de 0.01 unidades de absorbancia (A) a 410 nm por 10 mL de mezcla
de reaccién. Asi la lectura de absorbancia (A) se puede pasar directamente a U.T.
(U.T. = A*100).

Debido a que se tiene una serie de alicuotas del extracto, se tendrian
entonces una serie de valores de U.T., estos valores deben ser restados al valor
de referencia (0.0 mL de extracto, 40 ug tripsina/100 mL) para asi obtener el valor
de unidades de tripsina inhibida (U.T.l). Después calcular el valor de U.T.l./mL a
partir del volumen de extracto utilizado para la serie (0.6, 1.0, 1.4 y 1.8 mL),
calcular el promedio de U.T.I/mL. Finalmente la actividad de inhibidores de tripsina
se expresa en términos de U.T.l./g de muestra, tomando en cuenta el volumen
inicial de extracto, las diluciones realizadas y el peso de la muestra.

50ml

BXF X |———
(1000mg

) = U.T.l./mg de muestra

Dénde:

B: valor promedio en U.T.l./ml

F: factor de dilucién, cuando se trabaja con el extracto directo F=1
50 mL: del primer aforo realizado con NaOH 0.01N

1000mg: 1 g de muestra que se peso para preparar el extracto.

4.6.2 Determinacién de taninos [40]

Se basa en la extraccién de taninos con dimetilformamida, seguida de una
centrifugacion y adicion de citrato férrico amoniacal a una alicuota obtenida a partir
del sobrenadante obtenido de la centrifugacion, de éste modo se da lugar a la
formacién de un complejo colorido el cual puede leerse en el espectrofotdmetro a
una longitud de onda de 525 nm. A su vez se emplea una curva de calibracion
utilizando un estandar de acido tanico y de éste modo conocer el contenido de
equivalentes de acido tanico en la muestra.

Material y reactivos

» Parrilla de agitacion magnética » Solucion patron de acido tanico
de 4 platos Thermolyne Mod. 2g/L (Merck 773) (1)
SP-13025 » Solucibn de amoniaco 8g/L,
» Centrifuga Eppendorf 5702 como NHs (2)
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a)

Tubos Falcon de 50 mL » Soluciéon de dimetilformamida

Magnetos 75% viv
Vortex Lab-Line Mod. 1290 » Soluciébn de citrato férrico de
super mixer amonio 3.5¢g/L (3)

Espectrofotometro Sequioa-
Turner Mod. 340

Pipetas graduadas de 5y 10 mL
Tubos de ensayo de 140 x 14
mm

Matraces aforados de 25 mL
Bafio de agua a 30°C

Solucién patron de acido tanico: se pesan 0.05g de acido tanico y se llevan
a un volumen final de 25 mL.

Solucién de amoniaco: se toman 1.54 mL de hidréxido de amonio con
densidad de 0.896 a 20°C y 29% de pureza llevandose a un volumen final
de 50 mL.

Solucion de citrato férrico amoniacal (CsHgO7<FexNH3): se pesan 0.35 g de
citrato férrico amoniacal y se disuelven en agua destilada llevandose a un
volumen final de 100 mL. Esta solucion se prepara 24 horas antes de la

determinacion.

Procedimiento
Preparacion de la curva patrén de acido tanico

En 6 matraces aforados de 25 mL se colocan respectivamente: 0, 1, 2, 3, 4,

5, 6 y 7 mL de la solucién estandar de acido tanico (2g/L) y se afora cada uno de

los matraces con solucion de dimetilformamida al 75%. De cada matraz aforado se

toma 1 mL de la solucion, se deposita en tubos de ensaye y se adicionan 5 mL de

agua destilada, 1 mL de citrato férrico amoniacal, se agita durante unos segundos,

después de agrega 1 mL de la solucién de amoniaco, se agita y se deja reposar

en un bafio de agua a 30°C durante 15 minutos. Finalmente se mide la

absorbancia a 525 en el espectrofotometro, siendo el tubo con 0 mL de solucion

estandar de acido tanico el blanco. Con los resultados obtenidos se construye una

cuerva patrén de la absorbancia en funciéon de la concentracion (mg acido

tanico/ml).
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b) Extraccion de la muestra:

Se coloca aproximadamente 1 g de la muestra en un vaso de precipitado y
se afladen 25 mL de dimeltiformadida al 75%, se somete a agitacion durante 1
hora, transcurrido el tiempo se traspasa el contenido a un tubo Falcon y se
centrifuga por 10 minutos a 3000 r.p.m.

c) Preparacion del blanco:

Se toma una alicuota de 1 mL del sobrenadante obtenido después de la
centrifugacion, se deposita en un tubo de ensaye, se agregan 6 mL de agua
destilada y 1 mL de solucion de amonio (8 g/L), se agita y se introduce a un bafio
de agua a 30°C durante 15 minutos.

d) Preparacion de la muestra para el desarrollo de color:

Se toma una alicuota de 1 mL del sobrenadante obtenido después de la
centrifugacion, se deposita en un tubo de ensaye, se agregan 5 mL de agua
destilada, 1 mL de la solucion de citrato férrico amoniacal y 1 mL de la solucion de
amonio, se agita y se introduce a un bafio de agua a 30°C durante 15 minutos.
Finalmente se lee en el espectrofotometro siendo el inciso anterior el blanco de la
muestra.

Calculos

Se elabora la curva patron de acido tanico, graficando la absorbancia ABS
(y) vs concentracién de acido tanico (mg de acido tanico / mL) (x). A partir de la
ecuacion de la recta de la curva patron y la lectura de absorbancia de la muestra
problema, es posible conocer la concentracion de &cido tanico (en mg / mL) de la
muestra problema con la siguiente ecuacion:

_y—b
 m

X

Dénde:

X: concentracion de acido tanico en mg / mL

y: ABS de la muestra problema

m: pendiente de la ecuacion de la curva patron

b: ordenada al origen de la ecuacion de la curva patrén

Con la concentracion de acido tanico expresada en mg/mL de la muestra

problema, se puede conocer el % de taninos con la siguiente formula:
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o (x)(4)(19)(100)
(a)(p)(1000mg)

Dénde:

X: concentracion de acido tanico en mg/mL
C: g de taninos / 100 g muestra

A: volumen inicial del extracto (25 mL)

a: alicuota tomada del extracto (1 mL)

p: peso de la muestra en g

4.6.3 Determinacion de nitratos [14]

El método se basa en la extraccion acuosa de nitratos de tejidos vegetales,
con la posterior centrifugacion y la formacién de un complejo (en el sobrenadante)
como resultado de la nitracién del acido salicilico bajo condiciones extremas, éste
complejo tiene su maximo de absorciébn a 410 nm en soluciones alcalinas. La
absorbancia del croméforo es directamente proporcional a la cantidad de nitratos
presentes. Se determina el contenido de nitratos usando una curva estandar
preparada con una sal de nitrato quimicamente pura (sodio, potasio).

Material y reactivos

» Embudos Buchner » Solucion estandar de nitrato 10
» Matraces Kitasato mg/mL
» Micropipetas de 50, 200 y 1000 » Solucién de acido salicilico al 5%
pL (m/v) en  acido  sulftrico
» Bureta de 50 mL concentrado
» Tubos de centrifuga » NaOH 2M
» Parrilla de agitacion magnética » Carbo6n activado
de 5 platos Thermolyne Mod.
SP-13025
» Centrifuga Eppendorf 5702
» Bafio de agua a 30°C
» Espectrofotdmetro Sequioa-

Turner Mod. 340

Procedimiento
a) Preparacion de la cuerva estandar:
En un vaso de precipitados de 50 mL se adicionan 3 mL de la solucion
estandar de nitratos, 550 mg de carbdn activado y 30 mL de agua; se mezclan
hasta homogeneizar. Se filtra con ayuda de vacio sobre papel Whatman #41. El
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filtrado de transfiere cuantitativamente a un matraz volumeétrico de 50 mL, se afora
con agua y posteriormente se traspasa a un tubo de centrifuga. Se centrifuga a
3000 r.p.m. por 1 hora. Se filtra el sobrenadante con ayuda de vacio sobre papel
Whatman #542 y se homogeneiza; la concentracion del sobrenadante es de 0.6
mg de NOz/mL.

En 6 tubos de ensaye, correspondiente el numero 1 al blanco de la curva,
se adicionan 0, 10, 20, 50, 70 y 100 pg de nitratos a partir de la solucion patrén 0.6
mg de NO3  / mL (se hacen los céalculos correspondientes para obtener el volumen
gue contenga los pg de nitratos correspondientes). Se afiade agua a cada tubo a
fin de llevar a un volumen 0.1 mL y se agita. Posteriormente se adicionan 0.4 mL
de la solucion de &cido salicilico a cada tubo, se agita y se introduce en un bafio
de agua a 30°C durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo se adicionan
lentamente con bureta 9.5 mL de solucion de NaOH 2M, se agita y se introduce al
bafio nuevamente durante 15 minutos. Finalmente se transfiere a celdas de
medicion y se lee en el espectrofotometro a 410 nm. Con lo resultados obtenidos
se construye una grafica de absorbancia vs concentracién de nitrato, expresada
en ug de nitrato.

b) Preparacion del extracto:

En un vaso de precipitados de 50 mL se afiaden de 0.25 a 0.9 g de
muestra, 550 g de carbén activado y 30 mL de agua. Se agita moderadamente a
70 r.p.m. durante 15 minutos. Se filtra con ayuda de vacio sobre papel Whatman #
41, el filtrado se transfiere a un matraz volumétrico de 50 mL, se afora con agua y
posteriormente se transfiere a un tubo de centrifuga de 50 mL. Se centrifuga a
3000 r.p.m. durante 1 hora. Se filtra el sobrenadante con ayuda de vacio sobre
papel Whatman #542 y se homogeneiza para proceder a la determinacion.

c) Desarrollo de color:

Se rotulan 4 tubos de ensayo, correspondiente el numero 1 al blanco de la
muestra. Se adiciona una alicuota de 100 pL de extracto a cada tubo. Se afiaden
0.4 mL de solucién de acido salicilico, excepto al blanco, al cual se le adiciona 0.4
mL de &cido sulftrico concentrado; se agitan los tubos y se introducen a un bafio

de gua a 30°C durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo, se adiciona con bureta
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9.5 mL de NaOH 2M, se agita y se introduce nuevamente al bafio durante 15
minutos. Se transfiere a celdas de medicion y se lee en el espectrofotometro a 410
nm.

Célculos

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

ecuacion:

Dénde:

X: concentracién de nitratos en g

y: ABS de la muestra problema

m: pendiente de la ecuacion de la curva patron

b: ordenada al origen de la ecuacion de la curva patron

Con la concentracién de nitratos expresada en pg de la muestra problema,
se puede conocer el % de nitratos con la siguiente formula:

c = WAAg)(100)
(@)(p)(1000ug)

Dénde:

X: concentracién de nitratos en g

C: g de nitratos / 100 g muestra

A: volumen inicial del extracto (50 mL)
a: alicuota tomada del extracto (0.1 mL)
p: peso de la muestraen g

4.6.4 Determinacién de oxalatos [38]

La determinacién de oxalatos se basa en la extraccion del acido oxalico del
material bioloégico en medio acido por medio de calentamiento y agitacion
mecanica, posteriormente se precipita el oxalato como oxalato de calcio y se
cuantifica por medio de una determinacion permanganométrica en donde se
realiza una titulacién del acido oxalico con una solucién valorada de KMnO,40.01N;

donde el &cido oxalico se oxida hasta CO,.
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1)

2)

3)

Material y reactivos

Matraz digestor de 600 ml » HCI 6N
Bercellius > Reactivo de acido
Digestor Labconco NO. 30001 tungstofosforico (1)
Tubos coénicos para centrifuga de > Buffer de acetatos (2)
50 mL » Liquido de lavado (3)
Centrifuga Eppendorf 5702 » KMnO4 0.01N
Papel Whatman #30 » NH4OH
» HySO4 (1 mL + 9 mL de agua)
» Antiespumante

Reactivo de acido tungstofosférico: disolver 2.5 g de Na;WO42H,0 en la
mezcla de 4 mL de H3PO, y 50 mL de agua, aforar a 100 mL con agua
destilada.

Buffer de acetatos pH=4.5: a) Disolver 2.5 g de CaCl, (anhidro) en 50 mL
de CH3COOH. b) Disolver 33 g de CH3COONa3H,0, diluir y aforar a 50 mL
con agua destilada. El buffer de acetato se prepara mezclando ambas
soluciones a 'y b. Se ajusta el pH.

Liquido de lavado: diluir 12.5 mL de acido acético concentrado en 250 mL
de agua destilada, afadir polvo de oxalato de calcio (se satura con una
pequefia cantidad), mezclar y dejar reposar; repetir adicion y mezclar hasta
saturacion. Conservar el liquido de lavado frio (refrigeracion) y filtrar la

cantidad necesaria antes de su uso.

Procedimiento
Se pesan de 5 a 10 g de harina de la muestra, se coloca dentro de un vaso

Bercellius graduado de 600 mL, se agregan 200 mL (en marca del vaso o con

probeta) de agua destilada y se agita mecanicamente durante 15-20 minutos. Se

lleva a 300 mL con agua destilada (en la marca de graduacion del vaso)

enjuagando las paredes, afiadir 55 mL de HCI 6N, 2 gotas de antiespumante y se

lleva a ebullicion durante 15 minutos en el digestor para fibra cruda y transcurrido

el tiempo se dejar enfriar. Se lleva a un aforo de 500 mL con agua destilada

enjuagando las paredes del vaso, agitar y dejar reposar toda la noche. Se filtra a
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través de papel Whatman #4 y se desechan los primero 100 mL (con la finalidad
de acondicionar el sistema).

Se toma una alicuota de 25 mL del filtrado en un matraz Erlenmeyer de 50
mL, y se afiaden 5 mL del reactivo del acido tungstofosforico, dejando reposar por
un tiempo minimo de 5 horas. Se filtra a través de papel Whatman # 40. Se toma
una alicuota de 20 mL del filtrado y se depositan en un tubo cénico para centrifuga
de 50 mL. Se afiade hidroxido de amonio gota a gota con cuidado hasta alcanzar
un pH de 4-4.5 utilizando un potencidémetro. Una vez logrado el pH, afiadir 5 mL de
la solucion precipitante y amortiguadora de acetatos (buffer) y mezclar con una
varilla de vidrio, enjuagarla con un pequefio chorro de agua destilada y dejar
reposar toda la noche (dentro del tubo de centrifuga). Se centrifuga a 1700 r.p.m
por 15 minutos para compactar el precipitado. Se decanta el sobrenadante con
una inversion suave del tubo de centrifuga. Una vez obtenido el precipitado de
oxalato de calcio sin sobrenadante, se lava con 20 mL del liquido de lavado frio,
aplicandose en forma de un chorro fino rompiendo completamente todo el
precipitado. Se repite la centrifugacién y el drenado del liquido de lavado por
completo. Se afiaden 5 mL de H,SO,4 (1 mL de acido sulfarico concentrado + 9 mL
de agua) al precipitado y se disuelve. Homogeneizar en un matraz Erlenmeyer de
250 mL, enjuagar el tubo con 20 mL de agua destilada y dos veces mas con 5 mL
de agua destilada a la vez.

Se calienta la muestra y el blanco (5 mL de H,SO,4 (1 mL + 9 mL de agua))
en una parrilla de calentamiento, con temperatura baja y agitacion magnética. Se
titulan las soluciones calientes (por lo menos 60°C) con KMnO4 0.01N hasta que
persista una coloracion rosa por 30 segundos.

Célculos

Para conocer el contenido de acido oxalico (mg) en la muestra problema, se
utiliza la siguiente formula:

C = (V —mL blanco) X N X meq X 30 x 100

Donde:

C = mg de acido oxalico
V = volumen de KMnO, de titulacién
N = normalidad del KMnO4
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meq: = 0.45 para acido oxalico

Con el contenido de acido oxalico expresado en mg de la muestra
problema, el peso de la muestra y su contenido de humedad, se puede conocer el

% de oxalatos con la siguiente formula:
_ C(100 — H)1g
~1000mg X W

Donde:

P = g de oxalatos / 100 g de muestra problema (%)
C = mg de acido oxalico

H = % de humedad de la muestra problema

W = peso de la muestra problema en g

4.6.5 Determinacién de saponinas [31]

La deteccion de saponinas en extractos de plantas se lleva a cabo con una
técnica de diluciones seriadas en la cual se determina el punto final por una
estimacion visual de la hemolisis de los globulos rojos de la sangre de conejo.

El método de microtitulacion es rapido y requiere de una minima cantidad
de muestra. Se necesita sensibilizar los glébulos rojos lavados con una solucion
de tripsina, ya que la sensibilidad de los eritrocitos se mejora considerablemente
con este tratamiento.

Material y métodos

» Extractor de grasa Goldfish, » Solucién de metanol (RA) al 85%
Labconoco en agua.

» Cartuchos de celulosa Whatman » Sangre de conejo desfibrinada y
22x88 mm lavada

» Rotavapor bichi, 461, modelo » Solucién anticoagulante (1)
RE-111 » Solucion salina al 0.9%

» Centrifuga Eppendorf 5702 » Tripsina de pancreas de porcino

» Incubadora bacteriologica, Blue al 0.1% (Sigma T-8128) (2)
M. » Solucién estandar de saponinas

» Espectrofotometro al 0.5% en solucioén salina (3)

» Tubos de centrifuga de 15 mL > Solucién Alsever (4)
con graduacion

» Jeringade 56 10 mL #22

» Microtiter kit (Cook Eng-

Alexander Virginia USA)
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1) Solucion anticoagulante: Cuando la sangre se va a trabajar inmediatamente
se puede utilizar ya sea solucion de heparina o citrato, las cuales se usan
en la siguiente relacion:

Solucion heparina: 15-20 Ul: 1 mL de sangre

Solucion de citrato: 0.1 mL: 1 mL de sangre

Sin embargo cuando la sangre no se va a utilizar de inmediato, se puede

guardar en refrigeracion por unos dias en la solucién Alsever, en la

siguiente proporcion; 1:1.

2) Se usa tripsina de pancreas de porcino (Sigma T-8128) al 0.1% en solucion
salina al 0.9%, para el proceso de sensibilizacion.

3) El estandar de saponinas es una mezcla de digitonina (saponina tipo
esteroidal) y un extracto de quillaza (saponina tipo triterpenoide), en la
relacion 1:1, es decir, 0.25 g de digitonina y 0.25 g de quillaza se disuelven
en solucién salina al 0.9% y se afora a 100 mL.

4) Solucion Alsever: Consiste en glucosa 2.05 %, cloruro de sodio 0.42 %,

citrato sédico 0.8 % y acido citrico 0.055 %, en agua destilada.

Procedimiento

a) Preparacion del extracto:

Una vez que se tiene la muestra molida y desengrasada (% de grasa < 5%),
se pesan 7.5 g en un cartucho de celulosa, se coloca en el extractor Goldfish, la
extraccidn se realiza a la maxima temperatura del aparato por 2 horas, con
metanol al 85%. Una vez transcurrido el tiempo de extraccion, el extracto se
concentra a sequedad en un rotavapor a una temperatura aproximadamente de
65°C, la muestra seca se disuelve con solucion salina al 0.9% y se filtra con ayuda
de vacio para aforar a 100 mL con la misma solucién. Si no se realiza la
determinacion de inmediato, el extracto se debe refrigerar o congelar para evitar
contaminacion.

b) Lavado de eritrocitos:

Una vez que se sangrd al animal se coloca la sangre en un matraz pequefo
gue contenga anticoagulante y se agita suavemente para la completa

homogeneizacion (no interrumpir hasta el momento de diluirla). La sangre con
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anticoagulante se trasvasa a tubos de centrifuga para lavarla 3 veces con solucién
salina al 0.9%. La relacion sangre-solucion es de aproximadamente 1:5. Se
centrifuga a 1500 r.p.m. durante 10 minutos, entre cada lavado. Después del
ultimo lavado se mide en el tubo de centrifuga, la cantidad del paquete de
eritrocitos y se diluyen al 4%, para lo cual se agregan por cada 1 mL de globulos
rojos 24 mL de solucion salina al 0.9%.

c) Sensibilizacion de eritrocitos:

A la suspension al 4% de eritrocitos, se agregan por cada 10 mL de
suspension, 1 mL de la solucién de tripsina al 0.1% en solucién salina, se agita
suavemente y se coloca el recipiente en una incubadora durante 1 hora a 37°C. Al
término de éste tiempo, la suspension de eritrocitos se distribuyé nuevamente en
tubos graduados para centrifuga y se centrifuga a 1500 r.p.m. durante 10 minutos
con el fin de eliminar la tripsina. Finalmente se someten los eritrocitos a 3 lavados
con solucion salina, de la misma manera mencionada en el lavado de la sangre.
Después del ultimo lavado, el paquete de eritrocitos fue llevado a una suspensiéon
al 4 % con solucion salina al 0.9%, para lo cual se considera que por cada 1 mL de
eritrocitos se agregan 24 mL de solucion salina.

d) Ajuste de la suspensién de eritrocitos:

Se toma 1 mL de la suspension de eritrocitos y se agregan 4 mL de
solucién salina al 0.9 % en una celda de vidrio, se mide de inmediatamente el
valor de la transmitancia en el espectrofotdmetro a 620 nm utilizando un adaptador
de celdas que permita el paso de 1 cm? de luz (se ajusta a 100% de transmitancia
con la solucién salina al 0.9%). El valor de % de transmitancia debe de estar en el
rango de 24-29% para poder realizar la determinacion.

e) Microtitulacion:

En las placas tipo “U” se colocan, en cada pozo de cada hilera 50 yL de
solucion salina al 0.9% con una micropipeta multicanales (12 canales) (es
necesario evitar tocar las paredes de los pozos). Posteriormente se llena el
microdilutor con 50 pL del extracto y se procede a realizar 24 diluciones sucesivas
en forma de culebra (ocupando 2 hileras), después se llena el microdilutor con 50

uL del extracto de referencia (estandar de saponinas) y se realizan 12 diluciones
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sucesivas (ocupando 1 hilera), se maneja una hilera como control negativo, donde
se colocan 50 pL de solucion salina al 0.9%. Finalmente en cada pozo se colocan
50 uL de la suspension de eritrocitos sensibilizada y ajustada, las placas se agitan
de forma circular suavemente y se introducen a la incubadora a 37°C por 1 hora.

f) Lectura de placas:

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se coloca la placa en el
dispositivo de lectura o a la luz, y se reporta la méxima diluciébn que presenta
hemolisis, tomando como referencia a la hilera del control negativo y positivo.

Célculos

Las unidades asignadas en el método se definen como unidades
hemoliticas por mg de muestra (U.H./mg de muestra), lo cual se explica a
continuacion.

La mezcla de saponinas triterpenoide y esteroidal (1:1) tiene una
concentracion de 0.5% en la solucion estandar, si en la microtitulacién se toman
0.05 mL, se tiene entonces una concentracion de 0.25 mg de saponina en dicho
volumen. En una dilucion seriada se tiene la siguiente formula:

Concentracion de extracto / 2'

Donde:

t: titulo de la hemolisis

Si la solucion estandar de saponinas tuviera un valor promedio de 8 para el
titulo de la hemolisis, entonces en este pozo se tendria la siguiente concentracion:

0.25mg /2% =0.001 mg = 1pug

Por definicion 1 pg del estandar de saponinas es equivalente a 10 unidades
hemoliticas (U.H.).

El calculo para la muestra es:

La concentracion del extracto de la muestra para todos los casos es de 75
mg/mL, entonces, en 0.05 mL tenemos 3.7 mg; para cada titulo de hemdlisis con
valor de 1 se tiene la siguiente concentracion:

3.75/ 2! = 1.875 mg de muestra
Por definicién se obtiene las unidades hemoliticas por mg de muestra:
10 U.H. / 1.87 mg de muestra = 5.3 U.H./mg de muestra
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1Analisis quimico bromatoldgico, proteina verdadera, digestibilidad in

vitro, calcio, hierro, vitamina C y densidad calérica

A continuacién se presentan los resultados del analisis quimico proximal,

proteina verdadera, digestibilidad in vitro, calcio, hierro, vitamina C y densidad

caldrica de las diferentes cepas de hojas de moringa de cada region.

Tabla 1. Analisis proximal de las hojas de moringa provenientes de todas las

regiones ?
Humedad Grasa cruda Fibra cruda Proteina cruda
Localidad (%) (%) (%) (%)b Cenizas (%) HC (%)°
Sinaloa 6.13+0.12 5.34+0.18 13.62 £ 0.64 20.08 £0.34 9.76 + 0.06 45.07
Michoacén 6.16 + 0.27 8.93+0.14 12.85 £ 0.04 23.08 £0.14 10.92 £ 0.26 38.06
Campeche 8.01 +0.03 5.18 + 0.04 8.74 + 0.86 25.31£0.21 9.32+0.34 43.44
Cortijo, Oaxaca 4.85 + 0.03 3.47 £0.05 9.70 + 0.62 24.35 + 0.69 9.22 +£0.35 48.41
Puebla 6.84 + 0.09 6.09 + 0.07 5.91+0.47 22.56 £ 0.25 8.68 £ 0.04 49.92
Guerrero 6.21 + 0.03 5.50 + 0.08 9.74 + 0.74 24.29 £0.28 11.88 £ 0.51 42.38
Torredn 5.12+0.01 5.52+0.14 6.49 + 0.57 24.84 £0.11 10.13+£0.39 47.9
Juchitan, Oaxaca 6.37 + 0.02 4.12 + 0.06 16.81 + 0.57 19.69 + 0.06 10.12 + 0.32 40.89

a:Se presenta el valor promedio * desviacion estandar (n=3), CV < 5%
b: Determinado %N x 6.25
c: Hidratos de carbono, determinados por diferencia de acuerdo al esquema Weende

Tabla 2. Proteina verdadera, digestibilidad in vitro, calcio, hierro, vitamina C y
densidad calérica de las hojas de moringa provenientes de todas las regiones ?

Localidad Proteina verdadera (%)° Digestibilidad in vitro (%) Calcio® Hierro® Vitamina C° Izgllnc')srliilzz(‘}1
Sinaloa 14.72 + 0.41 70.38 £1.93 1791.85+33.19 7.51+0.04 34.86+0.79 1732.86 £ 42.47
Michoacan 17.81 £ 0.34 78.05+ 254 1655.52 £+17.92 11.35+0.14 86.78 +0.67 1775.11 + 81.82
Campeche 15.96 + 0.42 73.09 £ 1.58 1635.41 £ 18.64 12.82+0.06 17.79+0.70 1878.87 £ 57.27
Cortijo, Oaxaca 18.45+0.14 76.15+1.19 2174.07 £23.11 20.22 +0.08 109.62 +0.70 1862.78 £ 61.44
Puebla 17.38 £ 0.40 76.41 £1.42 2158.14 +33.20 9.87+0.24 57.89 +0.56 2243.60 * 16.46
Guerrero 15.91 £ 0.02 74.29 + 0.57 2423.04 + 33.20 4.33 +0.06 14.24 + 0.56 1264.68 £ 51.49
Torredn 17.53 £ 0.28 76.92+1.19 2635.74 +19.18 28.64+0.04 49.17+1.12 1652.38 + 38.55
Juchitan, Oaxaca 15.91+0.11 74.36 + 0.57 2516.81+38.41 9.91+0.09 51.10+0.56 1701.32 + 79.40

a:Se presenta el valor promedio * desviacion estandar (n=3), CV < 5%
b: Determinado %N x 6.25
¢: mg/100g muestra
d: KJ/100g muestra
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En la siguiente tabla se presenta la composicion quimica de algunas hojas
de otros alimentos como son el Garbanzo, Soya, Trigo y Avena, con el fin de
compararlas en cuanto a la composicion de las hojas de moringa.

Tabla 3. Composicion bromatolégica de hojas de algunos alimentos (55)

Forraje> Garbanzo Soya Trigo Avena
Grasas (%) 2.4 2.8 1.3 2.3
Fibra (%) 40.0 346  38.1 37.0
Proteina total (%) 22.05 8.5 3.8 5.2
Cenizas (%) 6.5 7.5 4.2 5.1

Hidratos de carbono (%) 25.0 411 434 42.4

A partir de las tablas 1-3, puede observarse que todas las muestras de
moringa son superiores en el contenido de grasa cruda, cenizas e hidratos de
carbono asimilables con respecto a otros forrajes. En el caso de la proteina cruda
solo la moringa de Juchitan, Oaxaca y Sinaloa se encuentran por debajo del valor
reportado para el forraje de garbanzo, sin embargo, esos valores son superiores al
contenido de proteina de las pajas de trigo, soya y avena. En cuanto al contenido
de fibra todas las muestras de moringa estan por debajo de los valores reportados
para los otros forrajes. Con respecto al contenido de grasa las hojas de moringa
son superiores a la paja de avena, soya, garbanzo y trigo. Ademas, la moringa
tiene mas grasa que el forraje de alfalfa, chicharo de vaca y chicharo de arbol.
[55]

El componente mayoritario determinado por diferencia en el andlisis
proximal fueron los hidratos de carbono seguido de la proteina cruda,
posteriormente la fibra y las cenizas se encuentran en cantidades similares,
finalmente la grasa cruda es el componente minoritario. Cabe sefialar que seria
recomendable emplear otras técnicas para cuantificar fibra dietética e hidratos de
carbono asimilabes, ya que para este ultimo componente puede haber error al
hacerlo por diferencia.

Con los resultados obtenidos de la prueba de digestibilidad in vitro y los
pardmetros quimicos del material bioldgico evaluado, se realizé el analisis
estadistico con el apoyo del paquete de computacibn en estadistica
STATGRAPHICS version 5.0. y consistio en el analisis de varianza acoplado a la

prueba de Duncan, para discriminar si hay diferencia significativa estadisticamente
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en cada variable por analizar, de acuerdo a la procedencia de las hojas de
moringa. [19]

A continuacion se muestran los resultados del andlisis estadistico para cada
parametro (humedad, grasa, fibra, proteina, cenizas, proteina verdadera,
digestibilidad in vitro, vitamina C, hierro y calcio), de acuerdo a la procedencia de
las hojas de moringa.

Tabla 4. Resultados del Andlisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de humedad ®

Localidad % Humedad
Cortijo, Oaxaca 4.85°
Torreén 512 °
Sinaloa 6.13 °©
Zitacuaro, Michoacan 6.16  °©
Amuco de la R., Guerrero 621 °¢
Juchitan, Oaxaca 6.37 d
Chilac, Puebla 6.84 ©
Escarcega, Campeche 8.01 !

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 5%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa.

Un contenido de agua por arriba del 15% no es recomendable, ya que se
favorece el desarrollo de microorganismos, razén por la que es importante que el
porcentaje de humedad en las hojas de moringa sea bajo para que en condiciones
de almacenamiento o transporte no se favorezca el crecimiento de
microorganismos. Todas las muestras de hojas con que se trabajé ya habian
recibido un tratamiento térmico por parte de los productores, pero se desconce en
gué condiciones fueron secadas; sin embargo, ninguna de ellas con base en su
contenido de agua tendria problemas de almacenamiento.

Con la informacion de la tabla 4, se puede apreciar que en general la
humedad de las hojas es baja, la moringa de Campeche tiene el mayor contenido
de humedad, mientras que la moringa de Cortijo Oaxaca presento el menor
contenido de humedad. Estadisticamente no hay diferencia significativa en el
contenido de humedad de las hojas de moringa de Sinaloa, Michoacan y Guerrero;
tampoco hay diferencia significativa entre esta ultima y la moringa Juchitan,
Oaxaca.
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No se puede analizar con mas detalle este parametro ya que se desconoce
que tipo de tratamiento térmico y a que condiciones fueron secadas las hojas de
moringa.

Tabla 5. Resultados del Analisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de grasa @

Localidad % Grasa cruda
Cortijo, Oaxaca 3.47°
Juchitan, Oaxaca 412 °
Escarcega, Campeche 518 °©
Sinaloa 534 °©°
Amuco de la R., Guerrero 5.50 d
Torreén 552 ¢
Chilac, Puebla 6.09 ¢
Zitdcuaro, Michoacan 8.93 !

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 5%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

Con la informacion de la tabla 5, se puede apreciar que hay una mayor
variacion en el contenido de grasa cruda, pues se tienen valores desde 3.47%
para la moringa de Cortijo Oaxaca hasta 8.93% para la moringa de Zitacuaro,
Michoacan; esto puede ser una consecuencia del estado fisiologico de la planta,
es decir, su estado de maduracion, que también es desconocido.

Entre la moringa de Escércega, Campeche y Sinaloa no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa; tampoco hay diferencia significativa de
esta Ultima con la moringa de Guerrero y Torreén.

Para conocer mas sobre la composicién de la grasa de la moringa es
necesario seguir caracterizandola, principalmente conocer qué tipo de acidos
grasos estan presentes desde el punto de vista nutrimental, sin embargo, es
interesante el contenido de este componente en la muestra proveniente de
Michoacadn (>8%), ya que de entrada aportaria un apreciable contenido

energeético.
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Tabla 6. Resultados del Analisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de fibra cruda ?

Localidad % Fibra cruda
Chilac, Puebla 591°
Torredn 6.49°
Escarcega, Campeche 8.74 °
Cortijo, Oaxaca 9.70 °
Amuco de la R., Guerrero 9.74 °
Zitacuaro, Michoacan 12.85 °©
Sinaloa 13.62 °©
Juchitan, Oaxaca 1681 ¢

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 5%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

En cuanto al contenido de fibra cruda puede apreciarse en la tabla 6, que
también hay una variacién entre las hojas de moringa, esto se debe en parte a la
fisiologia de planta y ademas que entre algunas muestras proporcionadas habia
partes fibrosas como ramas.

Nutrimentalmente se sabe que la fibra debe ser parte de la dieta en
cantidades moderadas debido a ciertos benéficos que ocasiona su consumo, sin
embargo, se sabe que en exceso puede interferir en la digestion de las proteinas y
algunos nutrimentos inorganicos, siendo alterado su aprovechamiento. Asi que
para poder apreciar la planta de moringa desde el punto de vista nutrimental es
necesario conocer su cantidad de proteina y su cantidad de fibra. En el caso de la
moringa con alto contenido de fibra seria necesario seguir caracterizandola para
poder destinarle un uso en especifico. Ademas hay que recordar que la técnica
para cuantificar fibra cruda generalmente subestima el contenido real, por lo que
es importante conocer el contenido de fibra dietética.

Con respecto al contenido de fibra no hay diferencia estadisticamente
significativa entre la moringa de Puebla y Torre6n; no hay diferencia
estadisticamente significativa entre la moringa de Campeche, Cortijo Oaxaca y
Guerrero; asi como tampoco hay diferencia significativa entre la moringa de
Sinaloa y Michoacan. Esta variacion puede ser una consecuencia del estado de

maduracion de la planta y las condiciones del suelo donde fue plantada.
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No obstante, se puede observar un amplio rango de este componente en
las diferentes hojas de moringa (de 5.91 a 16.81%), lo que podria ser destinado

para una cierta funcionalidad, de acuerdo al contenido de fibra.

Tabla 7. Resultados del Analisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de proteina cruda ®

Localidad % Proteina cruda
Juchitan, Oaxaca 19.692
Sinaloa 20.08%
Chilac, Puebla 2256 °
ZitAcuaro, Michoacan 23.08 °
Amuco de la R., Guerrero 2429 °
Cortijo, Oaxaca 2435 °©°¢
Torreén 2484 9°
Escércega, Campeche 25.31 ©

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 5%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

Después de los hidratos de carbono, la proteina cruda, es el componente
de mayor contenido en las hojas de moringa. Desde el punto de vista nutricional el
contenido de proteina es muy importante ya que la desnutricibn en un sector
importante de nuestra poblacibn se asocia con una deficiencia energético-
proteinica principalmente en nifios de zonas marginadas, por lo que no basta
saber la cantidad de proteina que contiene la moringa, sino también conocer la
calidad de esta, es decir, qué aminoacidos indispensables estan presentes dentro
de esta proteina y en qué cantidad. En resultados posteriores, se analizara el
contenido de proteina verdadera y digestibilidad in vitro.

Comparando el contenido de proteina de otros forrajes que se representan
en la tabla 9 se puede observar que la moringa es superior en cantidad con
respecto al forraje de soya, trigo y avena, en el caso del forraje del garbanzo la
moringa de Michoacan, Guerrero, Cotija Oaxaca, Torreon y Campeche son
superiores en contenido de proteina.

En general el contenido de proteina cruda no es muy variable entre las
diferentes hojas, asi pues, se ve que entre la moringa de Juchitan Oaxaca y
Sinaloa no hay diferencia estadisticamente significativa; tampoco entre la moringa
de Puebla y Michoacan, Guerrero y Cortijo Oaxaca y Torredn, y finalmente

tampoco hay diferencia entre la moringa de Torre6n y Campeche.
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Tabla 8. Resultados del Analisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de cenizas ®

Localidad % Cenizas
Chilac, Puebla 8.68°
Cortijo, Oaxaca 9.22% °
Escarcega, Campeche 932 °
Sinaloa 976 °°¢
Juchitan, Oaxaca 10.12 °
Torreodn 10.13 °
Zitacuaro, Michoacan 1092 ¢
Amuco de la R., Guerrero 11.88 ©

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 5%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

La cantidad de cenizas es mayor en las hojas de moringa en comparacion
con otros forrajes presentados en la tabla 3. Se encontré en la bibliografia que las
hojas de moringa contienen cantidades importantes de potasio, calcio, magnesio,
sodio, azufre, fosforo y hierro. Por lo tanto se esperaba que el valor de las cenizas
fuera alto.

Se puede observar que entre el contenido de cenizas de la moringa de
Puebla y Cotija Oaxaca no hay diferencia estadisticamente significativa; tampoco
hay diferencia significativa entre la moringa de Cortijo Oaxaca, Campeche y
Sinaloa; asi como entre la moringa de Sinaloa, Juchitdin Oaxaca y Torreon,
tampoco existe diferencia significativa.

Tabla 9. Resultados del Analisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de poteina verdadera ®

Localidad % Proteina verdadera

Sinaloa 14.72 2
Juchitan, Oaxaca 15901 °
Amuco de la R., Guerrero 15901 °
Escéarcega, Campeche 15.96 °
Chilac, Puebla 17.38 °©
Torredn 1753 °
Zitacuaro, Michoacan 17.81 ¢
Cortijo, Oaxaca 18.45 °©

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 5%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

Algo interesante es que el contenido de proteina cruda ya no coincide con
el de proteina verdadera, ya que puede observarse que hay una reduccion
significativa en el contenido de proteina; sin embargo, sigue siendo uno de los

componentes mayoritarios, después de los hidratos de carbono. Posiblemente los
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compuestos con nitrégeno no proteinico que se eliminaron en la determinacion
fueron aminas, purinas, pirimidinas, betainas, alcaloides, porfirinas y amino&cidos
no proteinicos

Se puede decir que para fines nutricionales, la moringa de Cortijo Oaxaca
puede ser una opcién por su mayor contenido de proteina, sin embargo, es la
muestra que presenta un mayor contenido de fibra cruda (tabla 6) y por lo tanto se
puede ver alterada su digestién. La moringa de Torredn, en cambio, tiene una
cantidad apreciable de proteina y una baja cantidad de fibra (tabla 6). Es
comveniente realizar las evaluaciones necesarias para conocer la calidad de la
proteina, siendo una de ellas la que a continuacion se discute.

En general el contenido de proteina verdadera varia muy poco entre las
muestras ya que pueden observarse tres grupos: la moringa de Sinaloa es quien
tiene el menor contenido de proteina y es la unica muestra que presenta diferencia
significativa al compararla con las demas. Entre la moringa de Juchitan Oaxaca,
Guerrero y Campeche no hay diferencia estadisticamente significativa; asi mismo
entre la moringa de Puebla, Torredn, Michoacéan y Cortijo Oaxaca no hay diferncia
significativa.

Tabla 10. Resultados del Analisis de varianza y prueba de Duncan para la
digestibilidad in vitro @

Localidad % Digestibilidad
Sinaloa 70.38°
Escéarcega, Campeche 73.09 °
Amuco de la R., Guerrero 7429 P°
Juchitan, Oaxaca 7436 °°
Cortijo, Oaxaca 76.15 °°
Chilac, Puebla 76.41 °°
Torredn 76.92 °°
Zitdcuaro, Michoacan 78.05

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 5%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

Los alimentos proteinicos de origen animal son mas digeribles que los de
origen vegetal lo cual se debe a que los alimentos de origen vegetal contienen
fibra que provoca que haya una menor absorcion de los nutrimentos. Ademas hay
factores antinutricionales que pueden alterar la digestion de la proteina y en

general de todos los nutrimentos.
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A partir de un 80% se puede considerar que un alimento tiene buena
digestibilidad proteinica; las hojas de moringa presentaron una digestibilidad entre
70 y 80% que se puede considerar normal para este tipo de material biolédgico,
esto debido al contenido de fibra y posiblemente a otros factores antinutricionales,
sin embargo, se puede considerar como adecuada la digestibilidad proteinica de
las hojas de Cortijo, Oaxaca; Chilac, Puebla; Torre6n y Zitacuaro, Michoacén; ya
gue su digestibilidad in vitro fue superior al 75%.

Ademas, haciendo analisis de correlacion entre los parametros estudiados,
s6lo en la proteina verdadera y digestibilidad in vitro se pudo encontrar que existe
una relacion entre ambos parametros, ya que se obtuvo un coeficiente de
correlaciéon (r) de 0.902; por lo tanto entre mayor sea el contenido de proteina
verdadera mayor es la digestibilidad.

La digestibilidad varia muy poco entre las hojas de moringa ya que se
puede observar un grupo muy amplio que no presenta diferencia estadisticamente
significativa entre la moringa de Guerrero, Cortijo Oaxaca, Puebla y Torreén; asi
mismo Campeche, Guerrero y Juchitin Oaxaca no presentan diferencia
significativa; finalmente entre las moringas de Cortijo Oaxaca, Puebla, Torreén y
Michoacan tampoco existe tal diferencia; no obstante, se puede establecer que las
hojas de Sinaloa tienen la menor digestibilidad proteinica, en tanto las hojas de
Michoacan, presentan la mejor digestibilidad de este componente.

Tabla 11. Resultados del Andlisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de calcio ?

Localidad mg Ca /100 g

moringa

Escéarcega, Campeche 1635.41°

Zitacuaro, Michoacan 1655.52°

Sinaloa 1791.85 °

Chilac, Puebla 2158.14 °©

Cortijo, Oaxaca 2174.07 °©

Amuco de la R., Guerrero 2423.04 d

Juchitan, Oaxaca 2516.81 ¢

Torreén 2635.74 '

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 5%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa
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De acuerdo al contenido de calcio obtenido, se puede decir que la moringa
es una buena fuente de calcio; sin embargo, seria necesario estudiar si no se
encuentra en forma de oxalatos, lo cual reduciria su aprovechamiento.

No hubo diferencia significativa en el contenido de calcio de la morina de
Campeche y Michoacéan; asi como en la moringa de Puebla y Cortijo Oaxaca
tampoco se encontro diferencia significativa; sin embargo, se puede notar que hay
cepas de moringa que se pueden considerar como excelentes fuentes de este
elemento indispensable (>2%) y vital para el desarrollo humano.

Tabla 12. Resultados del Andlisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de hierro ?

Localidad mg Fe/100g
moringa

Amuco de la R., Guerrero 4.33%
Sinaloa 751 °
Chilac, Puebla 987 ¢
Juchitan, Oaxaca 991 ¢
Zitacuaro, Michoacan 11.35 ¢
Escarcega, Campeche 12.82 ©
Cortijo, Oaxaca 20.22 !
Torredn 28.64 9

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 5%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

El contenido de hierro es muy variable entre las hojas de moringa y solo en
las muestras de Puebla y Juchitan Oaxaca no hay una diferencia estadisticamente
significativa.

La principal razén de esta variacion esta directamente relacionada con la
composicién del suelo de donde provienen las muestras, ya que las plantas
aprovechan los minerales del suelo donde crecen.

No hubo correlacién entre el contenido de hierro y vitamina C, partiendo
desde el punto de vista que esta vitamina puede incrementar la biodisponibilidad
de este mineral, cuando son ingeridos por el organismo humano.

Sobre este micronutriente, cuatro cepas de moringa, presentaron un
contenido alto de hierro (> 11 mg / 100 g de hojas de moringa), en particular la
cepa de Torreon presentd una concentracion mayor a 25 mg / 100 g de hojas; no

obstante, hay que mencionar que este micronutriente en los recursos vegetales
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tiene baja biodisponibilidad; sin embargo, entre mayor sea la cantidad de hierro
mayor sera el posible aprovehamiento en el organismo.

Tabla 13. Resultados del Andlisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de vitamina C ?

Localidad mg vit. C/ 100 g
moringa

Amuco de la R., Guerrero 14.24%
Escarcega, Campeche 17.79 °
Sinaloa 3486 ¢
Torreén 49.17 ¢
Juchitan, Oaxaca 51.10 ©
Chilac, Puebla 57.89 '
Zitacuaro, Michoacan 86.78 K
Cortijo, Oaxaca 109.62 "

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 5%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

En esta tabla puede apreciarse que la vitamina C es el componente mas
variable en las hojas de moringa, ya que todas las muestras presentan diferencia
estadisticamente significativa entre si.

La causa de esta variacidén es que esta vitamina es muy inestable ya que se
oxida con relativa facilidad y mayor rapidez si la temperatura se incrementa. Las
hojas con las que se trabajo recibieron un tratamiento térmico desconocido, por lo
tanto es probable que la vitamina se haya visto afectada. En todo caso el
tratamiento térmico que se aplic6 a la moringa de Cortijo Oaxaca fue el ideal ya
gue es la muestra con un mayor contenido de vitamina C, que incluso se puede
considerar como una fuente adecuada de este micronutriente.

Otra razén por la que pudo variar el contenido de vitamina C es por las
condiciones de almacenamiento, ya que las muestras contenidas en frascos
presentan un mayor contenido de vitamina, mientras que las muestras contenidas

en bolsas de plastico presentan menor cantidad neta de vitamina.
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Tabla 14. Resultados del Andlisis de varianza y prueba de Duncan para la
densidad caldrica de las diferentes hojas de moringa @

Localidad KJ/100g moringa

Amuco de la Reforma Guerrero 1264.68 *

Torreon 1652.38 °
Juchitan, Oaxaca 1701.32 ¢
Sinaloa 1732.86
Zitacuaro, Michoacan 177511 “
Cortijo, Oaxaca 1862.78 °
Escarcega, Campeche 1878.87 °
Chilac, Puebla 224360 °

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 5%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

Los alimentos que menor densidad calérica aporten, seran mas apropiados
para adelgazar, sin embargo, al hablar del problema de desnutricion energética-
proteinica, se buscan alimentos que aporten un alto contenido energético para
mantener el funcionamiento y crecimiento del organismo humano.

Algo muy interesante sobre el contenido energético, es que se esperaba
que las hojas de moringa de Zitacuaro, Michoacan tuvieran el mayor contenido
energético sobre las otras hojas de las respectivas localidades; debido a que
presentaron el mayor contenido de grasa cruda (8.93%, Tabla 1), y se sabe que
las grasas aportan 9 kcal/g, sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos
sobre la densidad energética, puede apreciarse que las hojas de moringa de
Chilac, Puebla presentan el mayor contenido energético, con un valor de 2243.60
kJ/100g de moringa, por lo tanto estas hojas son la mejor fuente energética; no
obstante, hay que aclarar que esta determinacion no discrimina el aporte
energético que aporta la fibra cruda.

Estadisticamente, se puede apreciar de forma general que las hojas de
moringa de Guerrero y Puebla, muestran diferencia significativa con respecto a la
densidad caldrica de las demas hojas, las hojas de Guerrero presentan el menor
contenido energético y las hojas de Puebla presentan el mayor contenido
energeético.
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5.2 Agentes toxicos y factores antinutricionales: inhibidores de tripsina,
taninos, nitratos, oxalatos y saponinas

A continuacién se presentan los resultados de los siguientes factores
toxicos: inhibidores de tripsina, taninos, nitratos, oxalatos y saponinas; de las
diferentes hojas de moringa de cada region. Cabe sefialar que para esta etapa
experimental se agotaron las hojas de Cotija, Oaxaca y no pudo ser posible
adquirir mas, por lo tanto para esta etapa experimental sélo se trabajé con 7
muestras.

Tabla 15. Factores téxicos y antinutricionales presentes en las hojas de moringa
provenientes de algunas regiones del pais ?

Localidad Inhibidores de tripsina (U.T.1./mg)’ Taninos (%) Nitratos (%) Acido oxalico (%) Saponinas (U.H./mg)°
Sinaloa 0.84 + 0.001 1.60 £ 0.006 0.05 + 0.004 1.09 + 0.052 NEGATIVO
Michoacéan 1.04 + 0.065 1.82 £ 0.010 0.06 + 0.005 1.20 + 0.052 NEGATIVO
Campeche 0.70 + 0.025 1.52 £ 0.006 0.01 + 0.000 1.06 + 0.060 10.65
Puebla 0.74 + 0.030 1.62 £0.015 0.08 +0.003 0.37 £0.029 NEGATIVO
Guerrero 0.41 + 0.006 1.36 £ 0.020 0.02 +0.003 2.27 £0.081 NEGATIVO
Torredén 1.34 + 0.032 1.45+0.015 0.04 + 0.000 1.61 + 0.070 10.52
Juchitan, Oaxaca 0.55 + 0.015 1.28 £ 0.010 0.14 +0.002 1.60 + 0.040 NEGATIVO

a: Se presenta el valor promedio + desviacién estandar (n=3), CV < 5%
b: U.T.l./mg (unidades de tripsina inhibida/mg de muestra)
¢: U.H./mg (unidades hemoliticas/mg de muestra)

Algunos factores toxicos y antinutrimentales que se encuentran
frecuentememte en los materiales vegetales, se analizaron para las diferentes
hojas de moriga. En general se puede observar que la mayoria de ellos se
encuentran en muy bajas concentraciones o incluso por debajo del limite de
deteccién del método como es el caso de las saponinas.

Ahora se muestran los resultados del analisis estadistico para cada factor
(inhibidores de tripsina, taninos, nitratos, oxalatos), de acuerdo a la procedencia
de las hojas de moringa.
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Tabla 16. Resultados del Analisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de inhibidores de tripsina de las hojas de moringa @

Localidad UTI
Amuco de la Reforma Guerrero 0.41°
Juchitan, Oaxaca 055 °
Escéarcega, Campeche 070 °
Chilac, Puebla 074 °
Sinaloa 084 ¢
Zitacuaro, Michoacén 1.04 €
Torredn 1.34 !

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 10%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa
U.T.l. (unidades de tripsina inhibida

Los inhibidores de tripsina son sustancias con la capacidad de inhibir la
actividad proteolitica de la tripsina, de acuerdo a la técnica de Kakade, se
considera que el valor admisible con respecto a los inhibidores de tripsina es de 10
UTI/mg, asi pues, puede observarse que las diferentes muestras de moringa se
encuentran muy por debajo de este valor, por lo que se puede concluir que dado el
contenido de inhibidores de tripsina, el consumo de moringa no representa en un
riesgo desde el punto de vista antinutrimental al organismo.

La comparacion estadistica entre las diferentes muestras es irrelevante
pues todas se encuentran por debajo del nivel en que se puede presentar un
efecto antinutricional. Este resultado es muy interesante si consideramos a las
hojas de moringa como una fuente importante de proteina dietética y en cierta
forma justificar el relativamente adecuado valor de digestibilidad proteinica in
vitro.

Tabla 17. Resultados del Andlisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de taninos de las hojas de moringa @

Localidad % Taninos
Juchitan, Oaxaca 1.28°%
Amuco de la Reforma, Guerrero 1.36 °
Torreoén 145 °
Escéarcega, Campeche 152 ¢
Sinaloa 1.60 ©
Chilac, Puebla 1.62 €
Zitdcuaro, Michoacén 1.82 '

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 10%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

Los taninos han demostrado tener cierta toxicidad en dosis muy elevadas,

se requiere de grandes concentraciones para causar algun efecto como formar
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complejos con proteinas o hidratos de carbono, y disminuir la biodisponibilidad de
estos; también tienen la particularidad de ser sustancias astringentes por lo que
pueden generar sensaciones indeseables al ingerirlos.

La ingesta diaria admisible (IDA) para los taninos es de 500 mg / kg de peso
corporal / dia, es decir, una persona de 60 kg de peso puede consumir hasta 30 g
de taninos al dia.

De acuerdo a los resultados puede observarse que el contenido de taninos
en las diferentes hojas de moringa se encuentra por arriba del 1 %. Las hojas de
Michoacan presentan el mayor contenido de taninos 1.82 %; de acuerdo a la IDA
se puede decir que una persona de 60 kg de peso tendria que consumir mas de
1.5 kg de hojas de moringa de Michoacan al dia para presentarse algun efecto
antinutricional.

Estadisticamente entre hojas de Sinaloa y Puebla no existe diferencia
significativa en el contenido de taninos, en las otras muestras si hay diferencia
significativa.

Cabe sefialar que en la actualidad a los taninos por considerarse
compuestos fendlicos, se les relaciona a comportarse como sustancias
antioxidantes, por lo tanto desde este enfoque podria considerarse importante el
contenido de estas sustancias en las hojas de moringa.

Tabla 18. Resultados del Andlisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de nitratos de las hojas de moringa ?

Localidad % Nitratos
Escéarcega, Campeche 0.01°
Amuco de la Reforma Guerrero 0.02 °
Torreén 004 °
Sinaloa 0.05 ¢
Zitacuaro, Michoacan 0.06 °
Chilac, Puebla 0.08 !
Juchitan, Oaxaca 0.14 9

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 10%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

Los nitratos son considerados como precursores de formar compuestos
cancerigenos, no por si mismos, pero si en presencia de otras sustancias. Segun
la OMS la ingesta diaria admisible (IDA) para el ion nitrato es de 3.65 mg/kg de

peso corporal/dia, es decir una persona de 60 kg puede consumir maximo 219 mg
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de nitratos al dia; la IDA del ion nitrito es de 0.13 mg/Kg/dia, es decir una persona
de 60 kg puede consumir 7.8 mg de nitritos al dia.

En esta etapa experimental se determind el contenido de nitratos, la hojas
de moringa con mayor contenido de nitratos es la correspondiente a la localidad
de Juchitan, Oaxaca con 0.14%, haciendo la relacion con la IDA reportada por la
OMS se puede establecer que una persona de 60 kg puede consumir hasta 156 g
de hojas de moringa de Juchitdn, Oaxaca al dia sin que rebase la IDA para este
xenobidtico, en la cepa que presento la mayor concentracion de nitratos.

Estadisticamente hay diferencia significativa entre todas las muestras de
moringa por lo tanto se puede decir que es muy variable el contenido de nitratos
en las hojas de moringa.

Tabla 19. Resultados del Andlisis de varianza y prueba de Duncan para el
contenido de oxalatos de las hojas de moringa @

Localidad % Acido Oxalico
Chilac, Puebla 0.37°2
Escarcega, Campeche 1.06 °
Sinaloa 1.09 °
Zitacuaro, Michoacéan 1.20 °
Juchitan, Oaxaca 1.60 ¢
Torreén 161 ¢
Amuco de la Reforma, 2.27
Guerrero °

a: Se presenta el valor promedio (n=3), CV < 10%
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencia estadisticamente significativa

El acido oxalico puede considerarse como factor antinutrimental debido a
que interfiere en la asimilacion del calcio de los alimentos, sin embargo también
puede actuar como factor toxico cuando los alimentos tienen un contenido mayor
al 10% y cuando la dieta es rica en vegetales; lo cual produce calculos renales e
hipocalcemia. [20]

La dosis letal media (DLsp) para humanos por via oral es de 5 g, para una
persona de 68 kg de peso. Las hojas de moringa de Amuco de la Reforma,
Guerrero presentan el mayor contenido de acido oxalico de 2.27% por lo tanto
para que se presente un efecto téxico en una persona de 68 kg se necesitarian
consumir 220 g de hojas de moringa de esta region. [20]

El contenido de acido oxalico en las hojas de moringa es muy variable, ya

gue se presentan valores desde 0.37 hasta 2.27% por lo que es muy importante
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considerar el contenido de calcio de las hojas de cada region ya que se puede ver
afectada su asimilacion, por lo tanto se busca una cepa de moringa con bajo
contenido de &cido oxalico para que no interfiera en la asimilacion del calcio ni
produzca algun efecto antinutricional.

Retomando que 2.5 g de acido oxalico precipitan 1 g de calcio, la
disponibilidad de calcio de un alimento estd determinada por la relacion acido
oxalico-calcio. De acuerdo al contenido de calcio y acido oxalico en las diferentes
hojas de moringa, la siguiente tabla muestra la relacion de estos dos componentes
con respecto a que 2.5 g de acido oxalico precipitan 1 g de calcio. [20]

Tabla 20. Relacion del contenido de calcio con respecto al contenido de acido
oxalico en las diferentes hojas de moringa ®

Localidad % Calcio % Acido oxalico 9% Ca precipitado” % Ca disponible®
Sinaloa 1.79 1.09 0.44 1.35
Zitdcuaro, Michoacan 1.66 1.20 0.48 1.18
Escarcega, Campeche 1.64 1.06 0.42 1.22
Chilac, Puebla 2.16 0.37 0.15 2.01
Amuco, Guerrero 2.42 2.27 0.91 1.51
Torredn 2.63 1.61 0.64 1.99
Juchitédn, Oaxaca 2.52 1.60 0.64 1.88

a: Se muestran el contenido en % de calcio y acido oxalico determinados anteriormente.
b: Si 2.5 g de acido oxalico precipitan 1 g de calcio, por regla de tres se llega a estos valores.
c: Diferencia del % de calcio original y el % de calcio precipitado.

De acuerdo a la relacion de &cido oxalico-calcio, puede observarse que el
contenido de calcio es mayor que el contenido de acido oxalico en las hojas de
moringa y aunque 2.5 g de acido oxalico precipiten 1 g de calcio, el contenido de
éste mineral es mayor al 1 % por lo cual se puede considerar que las hojas de
moringa son una buena fuente de calcio. En el caso de las hojas de Puebla se
puede notar que relativamente tiene un alto contenido de calcio y un bajo
contenido de &cido oxalico lo que hace a estas hojas una buena fuente de calcio y
se necesitaria consumir una gran cantidad de este material para presentar algin

efecto antinutricional.
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Tabla 21. Resultados de la determinacion de saponinas de las hojas de moringa 2

Localidad U.H./mg muestra

Sinaloa NEGATIVO
Zitacuaro, Michoacan NEGATIVO
Chilac, Puebla NEGATIVO
Amuco, Guerrero NEGATIVO
Juchitan, Oaxaca NEGATIVO
Torreén 10.52

Escarcega, Campeche 10.65

a: La determinacion se realizo por triplicado
U.H. (unidades hemoliticas)

De acuerdo a los resultados obtenidos sobre las saponinas puede
concluirse que no representan un riesgo para la salud pues los niveles son muy
bajos o incluso no son detectables por el método, ademas, la toxicidad de estas
sustancias aun sigue en discusion ya que en algunos paises se utilizan como

aditivos alimentarios donde tienen establecido su limite de uso permisible.
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CONCLUSIONES

Se aport6 informacion de la composicién quimica de las hojas de Moringa
oleifera, ya que hasta el momento no existe informacion al respecto, de las
cepas que se cultivan en el pais.

El componente mayoritario de las hojas de moringa determinado en el
andlisis proximal fueron los hidratos de carbono, seguido por la proteina
cruda, las cenizas y la fibra estan en cantidades similares y finalmente la
grasa cruda es el componente minoritario.

Respecto al contenido de proteina pudo observarse que no todo el
nitrégeno corresponde a este nutriente ya que hay una disminucion
significativa entre el contenido de proteina cruda y el de proteina verdadera.
Las hojas que presentaron el mayor contenido de proteina verdadera son
las correspondientes a Cortijo, Oaxaca; Zitacuaro, Michoacam; Torredn y
Chilac, Puebla.

Con respecto a los micronutrientes, pudo observarse que la vitamina C es
el micronutriente que presenta mayor variabilidad, sin embargo, la cepa de
Cortijo, Oaxaca se puede considerar una buena fuente de esta vitamina.

En general el contenido de factores téxicos y antinutricionales fue bajo o
incluso por debajo del limite de deteccion del método como es el caso de
las saponinas; por lo que la ingesta de Moringa oleifera no representa un
riesgo a la salud, ya que la concentracion de estos factores no rebasa la
dosis diaria admisible.

De acuerdo al estudio se puede considerar a las hojas de moringa una
adecuada alternativa alimenticia en la complementacién de la dieta. De
acuerdo al contenido proteinico-energético, las cepas mas importantes son
las provenientes de Cortijo, Oaxaca; Torredn y Chilac, Puebla; sin embargo,
se demostré que definitivamente hay una variacion en la composicion
guimica de este recurso natural, de acuerdo a su procedencia, ya que hay

factores intrinsecos y externos que afectan su composicion.
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