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I. INTRODUCCION

Debido al agotamiento de las reservas nacionales de petréleo y el constante
incremento en la demanda mundial de energia, México requiere impulsar la
investigacion y el desarrollo de formas nuevas y renovables de energia como los
biocombustibles. El biodiesel, es un biocombustible que puede reemplazar al
diesel; éste se obtiene a partir del procesamiento de aceites vegetales obtenidos
de especies oleaginosas como el girasol (Helianthus annus), la palma de aceite
(Elais guinensis J.) y el pifidn (Jatropha curcas L.).

Con el proposito de aprovechar uno de los residuos proveniente de la cadena de
produccién de biodiesel, que de no atenderse podria convertirse en un problema
mas de contaminacion, se han propuesto diferentes usos a la harina de Jatropha
curcas proveniente del prensado de las semillas.

Por otra parte, con el fin de reducir la contaminacion causada por la utilizacion de
disolventes quimicos utilizados para la extraccion de aceites, se han tomado
alternativas como utilizar preparados enzimaticos para la maxima extraccion del
aceite y reduccion de los contaminantes.

Investigaciones realizadas (Focher et al., 1991) demuestran que las diferencias
en las propiedades estructurales (cristalinidad, dimensiones de poro, grado de
polimerizaciéon, entre otros), influyen en el desarrollo del proceso enzimatico de
degradacion. La actividad catalitica de la enzima depende tanto de su capacidad
de adsorcion sobre el sustrato, como en la formacion del complejo activo enzima-
sustrato (Cavaco et al.,, 1988). Para el desarrollo y control de la cinética de
hidrolisis de polimeros celuldsicos se deben considerar cuatro factores relevantes:
la estructura y propiedades fisico-quimicas del sustrato  celulésico, las
propiedades y modo de accion de la enzima celulasa, el modo de interaccion entre
las moléculas de la enzima y celulosa y las condiciones del medio del sistema
reaccionante.

Se eligieron dos semillas para realizar el presente trabajo, Oecopetalum
mexicanum (cacaté) y Jatropha curcas(pifion); la primera de ellas debido a que es
un producto rico en aceite (Borraz y Ovando, 2012) con alto contenido de acido
linoléico, similar a otras oleaginosas (Ballinas, 2009) y porque existen escasos
reportes de estudios bromatoldgicos y fitoquimicos, particularmente de aquellos
gue permitan asociarle un valor agregado (Lascurain, 2004); mientras que la
Jatropha curcas se esta produciendo masivamente en el estado de Chiapas, y
seria la fuente principal de aceite para la produccién de biodiesel, razon por la cual
se espera la generacion de grandes cantidades de pasta residual (60 Kg de pasta
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residual por 100 Kg de semilla, por lo que es necesario dar valor agregado a este
subproducto.

El cacaté (Oecopetalum mexicanum, figura 1) es un arbol que se distribuye al sur
de México principalmente en Chiapas. Su fruto es conocido con el mismo nombre
y se cosecha en una sola temporada la cual abarca a finales del mes deJjulio y
principios del mes de Septiembre. Es consumido s6lo en las regiones donde es
cultivado y cosechado como los municipios de Tenejapa, San Cristdbal, Tecpatan
y Copainala del estado de Chiapas y tiene un caracteristico sabor amargo y salado
aun después de su coccion al ser consumido.

L & s
Figura 1. Oecopetalum mexicanum

La Jatropha curcas (figura 2) es un arbusto caducifolio que pertenece a la familia
Euphorbiaceae. Los frutos son capsulas elipticas, color amarillo con 2 o 3 semillas
por fruto. Se desarrolla bien en las regiones del trépico seco y tropico humedo. Se
adapta a suelos pobres de baja fertilidad y posee la capacidad de restaurar
suelos. Contiene toxinas venenosas, lo cual hace que no se pueda consumir y
produzca irritaciones en la piel, la cascara del fruto y las semillas pueden usarse
como combustible.

Figura 2. Jatropha curcas

En este proyecto se us6 un preparado enziméatico comercial llamado Cristalzyme
cran, (contiene enzimas carbohidrasas y su origen es Aspergillus niger) para
realizar la hidrolisis enzimatica y al residuo solido se le realizaron analisis
fitoquimicos y bromatolégicos.



II. JUSTIFICACION

Durante los ultimos afios, el interés del mercado en el consumo de alimentos que
son nutritivos y balanceados, con una fuente adecuada de proteina, grasa,
carbohidratos, fibra, vitaminas y minerales se ha incrementado.

Debido a esto, se ha estudiado de manera minuciosa el potencial que tiene la
semilla de Oecopetalum mexicanum, tal como el estudio reciente de Borraz y
Ovando (2012) donde se cuantificaron los nutrientes y antinutrientes después de
tratamiento enzimatico, con el fin de aprovechar el aceite y la pasta residual,
algunas investigaciones han reportado un buen rendimiento de aceite (35% de
aceite de la semilla) el cual el mayor porcentaje lo ocupa el &cido Linoléico
(Ballinas, 2009).

Con respecto a la semilla de Jatropha curcas es toxica debido a la presencia de
esteres de forbol y otros metabolitos secundarios toxicos. En éste trabajo se
cuantificaran algunos de los factores antinutricionales antes y después de
tratamiento acuoso-enzimatico para la extraccion del aceite.

[ll. OBJETIVOS

3.10Dbjetivo General

Evaluar el efecto de la extraccibn acuosa enzimatica en los componentes
nutricionales y metabolitos secundarios de harina residual de Jatropha curcas y
Oecopetalum mexicanum

3.2 Objetivos Especificos

# Determinar la composicion bromatoldgica de la pasta residual de Jatropha
curcas y Oecopetalum mexicanum, antes y después del tratamiento
enzimatico.

# Determinar la composicion fitoquimica de las pastas residuales de Jatropha
curcas y Oecopetalum mexicanum, antes y después del tratamiento
enzimatico.



IV. CARACTERIZACION DEL AREA

El area en la que se realiz6 este proyecto, fueron los laboratorios de biotecnologia
y de bromatologia del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez.

En el laboratorio de biotecnologia se utiliz6 el &rea de pesado, el area de
preparacién de reactivos, asi mismo fue utilizado el laboratorio del edificio N, en el
cual se prepar6 la materia prima, se realiz6 la molienda y el tamizado; se utilizé el
laboratorio de bromatologia para la hidrélisis enzimatica de las harinas.

La ubicacion del Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez se encuentra ubicado en
la Carretera Panamericana, Km 1080, en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas;
esta institucion tiene como objetivo promover el desarrollo integral y arménico del
educando con los demds, consigo mismo y con su entorno mediante una
formacion intelectual que lo capacite en el manejo de los métodos y los lenguajes
sustentados, en los principios de identidad nacional, justicia, democracia, cultura,
gue le permite una mente y cuerpo sanos.

V. PROBLEMAS A RESOLVER

Proponer el uso de semillas no convencionales que sirvan como alternativas para
la produccion de biodiesel.

La utilizacion de enzimas para una mejor extraccion del aceite de semillas o
harinas agotadas.

Reducir la contaminacion por el uso de los solventes.

Caracterizar fitoquimicamente las harinas residuales de Jatropha curcas y
Oecopetalum mexicanum para un posible uso a mediano o largo plazo.



VI. ALCANCES Y LIMITACIONES

6.1 Alcances

En este proyecto se analiz6 el efecto del tratamiento enzimatico sobre la
composicion bromatoldgica y fitoquimica de las harinas de Jatropha curcas y
Oecopetalum mexicanum,

6.2 Limitaciones

# El escaso material en los laboratorios de biotecnologia, la falta de equipo,
tal es el caso de equipo soxhlet, matraces balon de fondo plano, matraces,
termOmetros, entre otros, asi como reactivos para llevar a cabo las
determinaciones fitoquimicas.

# El acceso limitado de los alumnos de licenciatura a los laboratorios de
investigacion y biotecnologia asi como un tiempo limitado.

“# La escasa materia prima disponible de Oecopetalum mexicanum.



VIl. FUNDAMENTO TEORICO

En el estudio de semillas no convencionales, ademas de evaluar la composicion
quimica, también es importante identificar la presencia de factores
antinutricionales y metabolitos secundarios, entre los que se encuentran con mas
frecuencia son los fenoles, taninos, glucésidos cianogénicos y alcaloides (Solans
et al., 2005).

Los metabolitos secundarios son los compuestos quimicos sintetizados por las
plantas que cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma que su ausencia
no es importante para la planta, ya que no intervienen en el metabolismo primario
de las mismas. Los metabolitos secundarios de las plantas intervienen en las
interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente, cumplen funciones de
defensa, sirven para atraer a los polinizadores, actian como agentes alelopaticos.
La presencia de éstos metabolitos secundarios en las plantas les ha conferido el
estudio para la busqueda de nuevas drogas, antibioticos, insecticidas y herbicidas
(Garcia y Gutiérrez., 2005).

El término antinutriente hace referencia a aquellos compuestos presentes de
forma natural en un alimento que interfieren negativamente, en mayor o menor
grado, en la absorcion y metabolismo de las sustancias nutritivas (Valle y Lucas,
2000).

Sin embargo algunas propiedades antinutricionales han sido asociadas a la
presencia de ciertos metabolitos secundarios como por ejemplo los alcaloides, las
saponinas y los glucosidos cianogénicos. Por lo que resulta importante su
cuantificacion en las plantas usadas como forraje ya que el consumo de éstas
resta valor nutricional y provocan problemas en el buen funcionamiento del
organismo del animal (Garcia et al. 2009).

Los antinutrientes son sustancias nhaturales no fibrosas generadas por el
metabolismo secundario de las plantas, como un mecanismo de defensa ante el
ataque de mohos, bacterias, insectos y pajaros, o en algunos casos, productos del
metabolismo de las plantas sometidas a condiciones de estrés, que al estar
contenidos en ingredientes utilizados en la alimentacibn de animales ejercen
efectos contrarios a su Optima nutricién, reduciendo el consumo e impidiendo la
digestion, la absorcion y la utilizacion de nutrientes por el animal. Estos
componentes tienen efectos diversos en el funcionamiento animal incluyendo la
pérdida de apetito y de reducciones en producto de la materia seca y digestibilidad
de la proteina (Huisman y Tolman, 1992).



7.1 Glucésidos cianogénicos

Los glucosidos cianogénicos al hidrolizarse, producen &cido cinahidrico (HCN),
glucosa y otros productos, en funcion del tipo de cian6geno. Los cianidos exhiben
marcada afinidad hacia enzimas criticas, como el citocromo oxidasa que actla
inhibiendo la respiracién celular, lo que produce convulsiones y la muerte. La
utilizacién de estos ingredientes en la alimentacion animal es posible mediante
tratamientos térmicos suaves debido a que son muy labiles ante el calor
(D’Mello,1995).

7.2 Alcaloides

No existe una definicion sencilla de alcaloides, si se consideran las distintas
diferencias en cuanto a estructura y propiedades de los 6000 compuestos
descritos en este grupo. La dificultad principal radica en establecer el limite de
separacion de los alcaloides de otros compuestos organicos nitrogenados de
origen natural. Se considera como alcaloide “Un compuesto organico de origen
natural (generalmente vegetal), nitrogenado (el nitrdgeno se encuentra
generalmente intraciclico), derivados generalmente de aminoacidos, de caracter
mas o menos basico, de distribucion restringida, con propiedades farmacologicas
importantes a dosis bajas y que responden a reacciones comunes de
precipitacion”. Los alcaloides, a los herbivoros, les resulta desagradable por su
sabor amargo. Los efectos metabdlicos del alcaloide son primariamente la
inhibicién neuronal, produciendo agudos signos de toxicidad como convulsiones y
pardlisis respiratoria. Se supone que el gusto desagradable es mediado
parcialmente a través de efectos neurologicos (Chceke, 1971).

Algunos autores han dividido a los alcaloides en cuatro clases: Alcaloides
verdaderos, Protoalcaloides, Pseudoalcaloides, Alcaloides imperfectos.

Alcaloides Verdaderos cumplen estrictamente con las caracteristicas de la
definicion de alcaloide: son formados a partir de aminoacidos, tienen siempre un
nitrégeno intraciclico, son de caracter basico y existen en la naturaleza
normalmente en estado de sal.

Protoalcaloides son aminas simples con nitrdgeno extraciclico, de caracter
basico y son productos del metabolismo de los aminoacidos.

Pseudoalcaloides presentan algunas de las caracteristicas de la definiciéon de
alcaloide, pero no son derivados de aminoacidos.



Alcaloides imperfectos son derivados de bases puricas, no precipitan con los
reactivos especificos para alcaloides.

Acetil CoA—>2__» Malonil CoA  Proteinas
N3
Aminoacides ¥ Yy Aminoacidos
Tl ¢ Policétidos AMINOACIdOS —m=- modificados
<«—— NH,—— €05
Isoprenoides Policétidos
aminados aminados s
\ / Alcaloides imperfectos
Pseudoalcaloides v No ciciicas _
Aminas Protoalcaloides
Ciclicas

Alcaloides verdaderos

Figura 3. Sintesis de alcaloides

7.3 Acido fitico

El acido fitico es el principal anti-nutriente presente en los cereales. Se sabe que
se encuentra presente en altas concentraciones en granos de cereales y en
legumbres (1-2%), y puede influir de forma significativa la absorcion de minerales
mediante la formacion de complejos insolubles con minerales de interés
nutricional, como el hierro no hemo, el calcio y el zinc, impidiendo su absorcién y
alterando de este modo su homeostasis mineral. Asociado a esto, pueden
producirse problemas de salud como anemia, disfunciones reproductivas, cancer y
enfermedades cardiacas (Hurrell et al., 1992).

7.4 Lectinas

Las lectinas se sintetizan durante el desarrollo de la semilla en el reticulo
endoplasmico y se transportan por mediacion del aparato de Golgi a los cuerpos
proteicos de los cotiledones, alcanzando en la semilla madura porcentajes del 1-
8% frente al contenido total de proteina. Durante la germinacion, las lectinas son
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hidrolizadas enzimaticamente y utilizadas como fuente de aminoacidos, aunque su
principal funcion en la semilla parece ser de defensa frente a depredadores.

El efecto téxico de las lectinas se debe a su alta resistencia a la degradacion
proteolitica in vivo y a su capacidad para reconocer y unirse a receptores
especificos (restos azucarados) de células de la mucosa intestinal causando una
interferencia no especifica con la absorcion de nutrientes. Pero ademas, esta
reduccién de la biodisponibilidad de nutrientes también se debe a la accién directa
de las lectinas sobre enzimas digestivas (peptidasas, disacaridasas, fosfatasas,
amilasas, etc.), disminuyendo asi la actividad enzimética. Su toxicidad es variable,
tan s6lo algunas de ellas han mostrado efectos deletéreos en animales, interfieren
con el balance hormonal y producen alteraciones en el metabolismo de lipidos y
proteinas que culmina en una disminucion severa del crecimiento y que incluso
puede conducir a la muerte del animal.

7.5 Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos solubles en agua, con pesos moleculares
de 500-3.000 Da, que contienen un gran numero de grupos hidroxilo y otros
grupos funcionales (1 o 2 por 100 Da) con los que se unen a proteinas y otras
macromoléculas de manera inespecifica.

Los taninos pueden clasificarse en dos categorias:

Taninos hidrolizables
Son ésteres de un poliol, generalmente glucosa, y un acido fendlico como el acido

galico (galotaninos) o un acido fendlico mas complejo como el acido
hexahidroxidifénico (elagitaninos). Los galotaninos se hidrolizan en presencia de
acidos, bases o enzimas, y liberan glucosa y acido galico, mientras que los
elagitaninos liberan glucosa, &cido elagico y acido galico. ElI acido
hexahidroxidifénico de los elagitaninos sufre una lactonizacién para formar acido
elagico.

Determinacion por Métodos analiticos

Los taninos condensados o proantocianidinas, son moléculas de elevado peso
molecular y con una estructura quimica muy compleja, por lo que los métodos
desarrollados para su determinacion son muy variados.
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Métodos de precipitacion de proteinas: son procedimientos basados en la unién de
taninos condensados a proteinas.

Métodos basados en reacciones con anillos fendlicos: estan relacionados con la
propiedad reductora que poseen los grupos fendlicos de las proantocianidinas, y
con ellos se determinan fenoles totales y m-difenoles. Determinacion de fenoles
totales: son ensayos en los que los grupos fendlicos reducen un reactivo
especifico,  proporcionando  complejos  coloreados que se  miden
espectrofotométricamente.

Métodos basados en la despolimerizacibn: En este grupo encontramos
metodologias  relacionadas con la  despolimerizacibn  oxidativa de
proantocianidinas con calor en medio acido y la posterior determinacién
colorimétrica a 550 nm de las antocianidinas liberadas.

Métodos basados en el infrarrojo cercano: las proantocianidinas se cuantifican por

espectroscopia reflectante de infrarrojo cercano a una longitud de onda de 2,15
Mm.
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VIIl. METODOLOGIA

8.1 Materia prima

La semilla de cacaté (Oecopetalum mexicanum) utilizada para la extraccion
enzimatica, fue adquirida en el municipio de Copainald, Chiapas; el lote utilizado
fue de 5 Kg, las semillas fueron descascaradas manualmente y seleccionadas
aquellas que no tuvieran dafios fisicos aparentes; fueron secadas por 8 horas,
posteriormente sometidas a molienda hasta obtener un tamafio de particula de
0.595 milimetros, para ello se utiliz6 un molino de discos marca Engineering
Industrial y una tamizadora vibratoria; la harina fue colocada en bolsas negras
dentro de un frasco &mbar.

La harina de pifiébn (Jatropha curcas) utilizada para la extraccién enzimatica, fue
proporcionada por la empresa Biocombustibles de Guatemala, ubicada en la
Ciudad de Guatemala, Guatemala. Esta harina proviene de un proceso de
extrusion, en donde se elimino el 83% de grasa.

8.2Analisis bromatoldgico de la harina Oecopetalum mexicanum

8.2.1 Determinacion de Humedad (AOAC, 1990.925.10)

Se tomaron 10 g de muestra y se colocaron en capsulas de aluminio llevadas a
peso constante, para la eliminacion de la humedad fueron colocados en un horno
marca Felisa a una temperatura de 70°C, las muestras fueron pesadas cada 2.5
horas, durante 48 horas. Para determinar el porcentaje de humedad se utilizé la
férmula de humedad (ver anexos).

8.2.2 Determinacion de Cenizas (AOAC, 1990.023.03)

Se peso 2 g de muestra seca en una balanza analitica y se colocé en una capsula
de porcelana calentada previamente hasta peso constante, se introdujo en una
mufla a una temperatura de 550°C durante 2 horas, posteriormente se enfrié en
desecador y se pesoO; el resultado se reportdé de acuerdo a la formula (ver
anexos).

8.2.3 Determinacion de Proteinas (AOAC, 1990.960.52 Micro-Kjheldal)
a) Digestion

Se pes6 0.05 g de muestra seca, 0.5 g de mezcla catalizadora y 0.3 g de K,SO,4 y
se coloc6 en un matraz digestor micro-kjheldal, se adicioné 5 mL de K;SO, y fue
colocado en la parrilla de digestiéon en posicién inclinada, se dejé a ebullicion hasta
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gue la solucion se volvio transparente (aproximadamente 2 horas), se enfrié en la
campana de extraccion y se vertio en un matraz para destilacion.

b) Destilacion

En un matraz bola se afiadié 200 mL de agua fria (19°C), 15 mL de NaOH al 40%
y 1 mL de sulfato de potasio al 10% el matraz se colocd en una parrilla 'y en la
salida del refrigerante un matraz erlenmeyer el cual contenia 10 mL de &cido
borico al 4% y 10 gotas de mezcla indicadora. Una vez instalado el equipo de
destilacion se inici6 el proceso hasta obtener aproximadamente 50 mL del mismo;
el destilado fue titulado con &cido clorhidrico 0.1N.

8.2.4 Determinacion de Grasa (AOAC, 1990.920.39)

Se puso previamente a peso constante los matraces soxhlet y los cartuchos. Se
coloco 5 g de muestra seca y se coloco en la unidad de extraccion, se afadio
previamente 150 mL de hexano en el matraz colector soxhlet, se instal el equipo
y se dej0 5 horas contadas a partir del primer reflujo. Transcurrido este tiempo, el
hexano fue recuperado y el matraz fue colocado en el horno para eliminar
disolvente remanente, se enfrid en desecador. Finalmente se peso y se calculd el
porcentaje de grasa segun su formula (ver anexos).

8.2.5 Determinacion de Fibra Cruda
Se determind la fibra cruda segun lo establecido en la AOAC, 1990.962.09

Se peso 2 g de muestra seca y desengrasada y se coloco en un matraz balon, se
adicion6 150 mL de H,SO4 al 1.25 %, se conecto el matraz al refrigerante recto en
forma vertical para hacer reflujo, una vez hirviendo se esperé 30 min mas, se
apago la parrilla y se dejo enfriar por 1 min, se filtr6 con papel whatman y se lavo
con agua destilada previamente calentada para eliminar todo el acido.
Posteriormente, se raspo el residuo y se colocé en un matraz balén y adicion6 150
mL de NaOH al 3.25 % y se colecto nuevamente al refrigerante, se calento y se
esperé 30 min una vez que ebulld, se filtr6 en papel whatman previo a peso
constante y se lavo con agua hirviendo hasta eliminar el NaOH, se realizaron 2
lavados mas, uno con 50 mL de alcohol y otro con 50 mL de éter de petroleo. La
muestra se llevd a peso constante a una temperatura de 105°C y luego se incinero
en una mufla a una temperatura de 550 °C por 2 horas. Se calcul6 el porciento de
fibra con la formula correspondiente (ver anexos).
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8.3 Analisis nutricional y anti-nutricional
8.3.1 Determinacion de Fenoles Totales y Taninos
Extraccion

Se utiliz6 muestra molida, seca y sin grasa, de la cual se pesaron 2 g y se
colocaron en tubos de plastico conicos de centrifuga de 50 mL, se sometio en un
bafio ultrasonico durante 40 minutos, se le adicioné 10 mL de acetona al 70% y
fue centrifugado a 3000 g durante 10 min a 4°C se colect6 el sobrenadante con
una jeringa y se almacené en tubos de plastico de centrifuga de 50 mL. Se realiz
una segunda extraccidon con el residuo sélido y se colect6 el extracto en los
mismos tubos. El extracto se almacené a 4°C hasta su analisis.

Curva estandar de Fenoles Totales y Taninos

Para la realizacion de la curva de calibracion se utilizd una solucion estandar de
acido tanico 0.1 mg/mL, se tomaron volumenes de 0 a 100 pL y se completaron
los volumenes a 500 pL con agua destilada, se tom6 25 pL del extracto y se
completd a 500 pL con agua destilada. Se le adicion6 250 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu y 1250 pL de carbonato de sodio al 20%, se agito en vortex y se incubo
a temperatura ambiente durante 40 minutos cubriéndolo totalmente de la luz. Se
leyo la absorbancia a 725 nm en el espectrofotometro

Para determinar la concentracion de taninos se agregd 1 mL del extracto en un
tubo de plastico cénicos de centrifuga de 15 mL al cual se le agrego previamente
100 mg de Polivinilpirrolidona insoluble (PVPP) y 1 mL de agua destilada, se mezclo
en vortex y se almacené a 4°C durante 15 min, transcurrido el tiempo se centrifugo
a 3000 g por 10 min a 4°C, se colectd el sobrenadante y se determind la
concentracion de fenoles.

8.3.2 Determinacion de Acido Fitico
Extraccion

Se peso 1.5 g de muestra seca y sin grasa, la cual se colect6é en tubos de plastico
conicos de centrifuga de 50 mL, se adicion6 35 mL de HCI al 3.5% y se agito
durante 1 hora a temperatura ambiente y se centrifugd a 3000 g por 10 min, el
sobrenadante se colecté con una jeringa y se almaceno el extracto a 4°C hasta su
analisis.
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Purificacion

A los tubos se adicion6é 1 mL del extracto con 24 mL de agua destilada del cual se
obtuvo una dilucion de 1:25, de esta dilucion se tomaron 10 mL y se paso por una
columna empacada con Amberlita, se elull6 el fosforo inorganico con 15 mL de
cloruro de sodio 0.1 M, el fitato obtenido fue eluido con 20 mL de cloruro de sodio
0.7 M y se almacend en tubos de centrifuga de 15 mL a 4°C hasta que fue
analizado.

Curva Estandar de acido Fitico

Para realizar la curva de calibracion de acido fitico se utiliz6 una concentracion de
0.1 mg/mL, de ésta se tomaron volimenes de 0 a 50 pL con intervalos de 10 pL y
50 a 450 pL en intervalos de 50 pL se completd el volumen de cada uno a 3000 pL
con agua destilada. Se transfiri6 3 mL del extracto purificado a tubos de ensayo y
se adicion6 1 mL del reactivo de Wade, las mezclas de agitaron en vortex y fueron
centrifugadas a 3000 g a 10 min, se tomaron 2 mL del sobrenadante y se leyo la
absorbancia a 500 nm en espectrofotometro. Los resultados fueron expresados en
g de acido fitico por 100 g de materia seca.

8.3.3 Determinacion cualitativa de Alcaloides

Para obtener la muestra previamente acidificada, se pesé 1 g de muestra seca y
sin grasa y se coloc6 en un tubo de ensayo al cual se le adicion6 10 mL de agua
destilada y una gota de HCI 0.1 N, los tubos asi como la muestra fueron cubiertos
para evitar el contacto con la luz ya que ésta propicia la oxidacion.

Para las pruebas de alcaloides por precipitacion en tubo, se colocaron 500 uL en
tubos de ensayo de cada uno de los extractos vegetales (previamente acidificados
con HCI), se adicionaron gotas de los siguientes reactivos (los cuales formaran
complejos con los alcaloides, que se identifican por la coloracién del precipitado tal
como lo especifica la tabla 1): reactivo de Dragendorff modificado, reactivo de
Mayer y reactivo de Wagner.

Tablal. Complejos y precipitados de los Reactivos para determinacién de alcaloides
\ Reactivo Complejo Precipitado

Dragendorff Bi- Alcaloide Anaranjado
Mayer Hg- Alcaloide Blanco- Crema
Wagner (12/K1)- Alcaloide Café- Marrén
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Reactivo de Dragendorff

Se prepar6 una solucion madre 1, de subnitrato de bismuto, del cual se pesaron
0.85 g y se diluy6é en 10 mL de &cido acético y 40 mL de agua destilada, se
prepard una solucién madre 2, yoduro de potasio, se pesaron 8 g de éste y se
disolvié en 20 mL de agua destilada; posteriormente fueron mezclados 5 mL de
cada solucién con 20 mL de &cido acético y se ajustd a un volumen final de 100
mL con agua destilada.

Reactivo de Mayer

Se prepar6é una solucion 1 disolviendo 1.36 g de HgCl, en 60 mL de agua
destilada, se preparé una solucién 2 disolviendo 5 g de Kl en 10 mL de agua
destilada; se mezclaron ambas soluciones y se ajustaron a un volumen final de
100 mL con agua destilada.

Reactivo de Wagner

Se pesO 1.27 g de yodo y 2 g de Kl en 5 mL de agua destilada y se ajusto el
volumen final a 100 mL con agua destilada.

8.3.4 Determinacion cualitativa de Lectinas
Preparacion de la suspension eritrocitos tripsinados

Los eritrocitos fueron obtenidos de una suspension de sangre humana por
centrifugacion a 1500g durante 5 min, fueron lavados por una solucion salina (5
mL por cada mL de eritrocitos), los eritrocitos fueron adicionados al buffer de
fosfato (PBS) (2 mL de células en 47.5 mL de buffer) para obtener una suspension
con una absorbancia de 2 a 620 nm. A esta suspension se le adicion6 0.5 mL de
solucion de tripsina al 1% (10 mg de tripsina en 1 mL de fosfato) y se incubd a
37°C durante 90 min, los eritrocitos tripsinados se lavaron 4 veces con buffer de
sulfato y fosfato (PBS) y al final se preparo una solucion al 1% con los eritrocitos
tripsinados y el PBS.

Para el ensayo de hemoaglutinacién se utilizaron placas de micro titulacién de 96
pozos. Se prepar6d una dilucion serial del extracto con PBS y se mezcl6 con 50 pL
de una suspension al 1% de los eritrocitos tripsinados para tener un volumen de
100 puL, las placas fueron incubadas a temperatura ambiente por 2 h, el patron de
sedimentacién indica la aglutinacion, un boton circular uniforme de eritrocitos
indica no hemoaglutinacion. La actividad de la hemoaglutinacion se define como la
cantidad minima de harina (mg/mL) que produce aglutinacion.
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Extraccion

Se pesaron 0.5 g de harina sin grasa y fueron mezclados con 10 mL de NaCl 0.9%
en un tubo cénico de centrifuga de 50 mL y se homogenizé, posteriormente los
tubos fueron centrifugados a 3500 g por 10 min, el sobrenadante fue recolectado
en tubos eppendorf y centrifugados una segunda vez a 9500 g por 15 min; el
sobrenadante fue recolectado en tubos eppendorf y almacenados a 4°C hasta su
analisis.

8.3.5Determinacion cualitativa de Gluco6sidos Cianogénicos

Es un método visual y consiste en el cambio de color de tiras de papel tratadas
con acido picrico, esta variacion en la tonalidad va del amarillo al rojo ladrillo, este
es producido por el desprendimiento del acido cianhidrico que presentan algunas
plantas y semilla que contienen glucésido cianogénicos. Estas al ser maceradas
pueden liberar cianuro.

Se colocaron aproximadamente de 2 a 3 gramos de muestra molida y seca en un
tubo de ensayo, se adiciond 5 mL de cloroformo y se introdujo una tira de papel
tratada sin que tocara la muestra y se cerr6 el tubo. Se dejo reposar 24 horas. Al
mismo tiempo se corrié un blanco para comparar el color. El blanco contenia 1
gramo de cianuro de sodio y 10 mL de agua destilada y se le adicion6 una tira de
papel picrato y se cerro bien el tubo. Las tiras de papel picrato fueron tratadas de
la siguiente manera: se sumergieron las tiras de papel filtro dentro de una solucion
del acido picrico al 1% y se dejaron secar, posteriormente se sumergieron en una
solucion de carbonato de sodio al 10% y se dejé secar. Se almacenaron las tiras
hasta su uso en un frasco ambar en condiciones de oscuridad.

Todas las determinaciones analiticas se realizaron por triplicado, y el valor
reportado es la media.

8.4 Extraccidn enzimatica

En el proceso de hidrolisis se utilizo un preparado enzimatico denominado
Cryztalzyme Cran. Las condiciones 6ptimas de actividad fueron obtenidas de un
estudio previo (Borraz, 2012) fueron temperatura de 50°C a 80 rpm, relacion
sélido-liquido 1:5 (v/v) y tiempo de incubacién de 4 horas.
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IX.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En esta seccion se discutiran los resultados obtenidos en relacion al andlisis
bromatologico y fitoquimico realizado a la harina de Jatropha curcas y
Oecopetalum mexicanum, antes y después de la extraccién acuoso enzimatica.

9.1 Composicion bromatoldgica de la extraccién acuosa-enzimética de
Oecopetalum mexicanum

La composicion bromatoldgica proximal de la semilla de cacaté se presenta en la
grafica 1. Se encontr6 que la semilla de cacaté contiene 55.83+0.36% de
humedad, el cual es similar (56.2 %) al reportado por Ballinas, 2009. Después de
la hidrdlisis hay un incremento considerable en el contenido de humedad (70.25%)
esto se debe a que la semilla estuvo expuesta a un tratamiento acuoso.

Gréfica 1. Composicion bromatol6gica proximal de Oecopetalum mexicanum
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La composicion bromatoldgica proximal del cacaté, es muy similar a otras semillas
oleaginosas. El contenido de grasa en el mani es de 36.1% siendo un valor mas
alto el del cacaté 38.3 +0.12% e inferior un 17% después de la extraccion. Esto
puede deberse a la liberacion de la grasa efectuada por la actividad del complejo
enzimatico sobre las estructuras de celulosa y hemicelulosa ya que la grasa puede
guedarse atrapada por las paredes celulares vegetales impidiendo su liberacién
total con solventes.
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La fibra cruda antes de la extraccion es parecida al de la lenteja 4.4% y después
del tratamiento aumenta un 45% este aumento puede deberse a la actividad
enzimatica, la cual produce la lisis de los enlaces 1,4 de los carbohidratos que
forman a la fibra, pero es aln mayor que al de las habas y el garbanzo (8.6% vy
8.5%).

El contenido de proteinas reportado por Vargas, (1978) en el maiz es de
9.00+1.15%, para el sorgo 8.24+1.25% y en el trigo 14.53+0.60% comparado con
el cacaté antes de extraccion que es de 11.8 +0.10% so6lo un poco arriba del maiz
y sorgo, aunque inferior al trigo. Con 36.14 +0.24% después de la extraccion la
proteina del cacaté se encuentra por encima de lenteja con 26.2% pero inferior
con respecto a la soya la cual tiene 48.5%. En nuestro experimento se incrementa
el contenido de proteina a 67%, el incremento de proteina también se presenta en
el trabajo de Pagani, (2004) quien atribuye este comportamiento a que después de
la extraccion se cuantificaron proteinas de tipo lipidicas las cuales tiene enlaces
con la pectina (la pectina forma una tercera parte de la pared celular vegetal) lo
gue hace que la proteina no sea del todo libre, para ello es necesario que la
enzima pectinasa rompa dichos enlaces y con tal rompimiento se genera un
incremento de proteina.

El contenido de cenizas reportado por Vargas (1978) en el maiz es de 1.69+0.37%
y sorgo 2.27+1.19%, mientras que el de cacaté antes (2.03£0.06%) y después
2.27+0.30% de la extraccion se encuentra dentro de los valores de ambas
semillas. Se observa un incremento del 10% en cenizas después de la extraccion,
lo que puede atribuirse a que después de la degradacién de la pared celular,
particularmente de la fibra fueron liberados minerales asociados a ésta (Van
Soest, 1967) lo cual provoco el ligero incremento; y haria una semilla parcialmente
adecuada para el consumo animal, aunque es necesario conocer los niveles de
antinutrientes que contiene antes de consumo.

9.2 Composicién bromatoloégica de la Extraccion Acuosa-Enzimética de
Jatropha curcas.

La humedad reportada por Murillo et al. (2009), es de 4.68% en semillas de
Jatropha curcas del estado de Sinaloa, la humedad obtenida antes del tratamiento
enzimatico es de 7.07%, la humedad después del tratamiento enzimatico es de
57.06 +£0.60%, esto puede deberse al tratamiento acuoso-enzimatico que sufrio la
harina.
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Gréfica 2. Composicion Bromatoldgica proximal de Jatropha c.
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La composicion bromatolégica proximal de la Jatropha curcas es presentada en la
grafica 2. El contenido de proteina antes (68.42+0.76%) y después (49.54 +0.32%)
de la extraccion es mayor al de la soya con 48.5% y las habas con 29.9%, sin
embargo existe un decremento de proteinas después de la extraccion el
decremento, puede deberse a que hay una menor hidrélisis en las cadenas
proteicas del tejido vegetal (Pagani, 2004).

El contenido de fibra en el pifidon antes de la extraccion es de 14.05%+ 0.76%,
superior en comparacion al de la soya con 8.8% y las habas con 8.6% y después
de la extraccion el contenido de fibra decrece un 51%, el decremento de la fibra
puede deberse a que la harina tiene un alto grado de celulosa y lo que la hace
mas disponible a la degradaciéon, esta disponibilidad deja actuar con mayor
eficacia a las a las celulasas rompiendo la red mas sensible de la pared celular, la
celulosa, al degradarse esta primera red permite actuar a la hemicelulasa
rompiendo las cadenas de hemicelulosas (Montesinos et al. 2006), es necesario
recordar que la fibra esta compuesta principalmente por celulosa y en menor
cantidad por hemicelulosa y lignina lo cual explicaria el descenso de la fibra
después de la extraccion (Gutmman, 1974).

El contenido de grasa antes de la extraccion es de 13.06+0.12% inferior al
reportado en las semillas de pifion obtenidas de Sinaloa 52.82%, esto puede
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deberse a que la harina utilizada fue obtenida después de un previo proceso de
extraccion de aceite el cual se llevé a cabo en la planta productora de biodiesel
“Biocombustibles de Guatemala” por lo tanto es incierto el contenido inicial de las
semillas, sin embargo la harina sufre un descenso del 40% de grasa después de la
extraccion enzimatica, aun asi obtuvimos un porcentaje superior de grasa respecto
al frijol 2.49%, al maiz 3.5% y el trigo 2.3%, el contenido de cenizas es inferior a
contenido de cenizas en soya 5.63%. La pasta residual después del tratamiento
enzimatico podria convertirse en buen alimento para la ingesta de animales y
después de un buen tratamiento de detoxificacion en un alimento no convencional
para consumo humano en relacion a su composicién bromatoldgica.

9.3 Andlisis de alcaloides, glucésidos cianogénicos y lectinas en
Oecopetalum mexicanum y Jatropha curcas.

En este apartado encontraremos las determinaciones cualitativas para identificar
alcaloides, lectinas y glucdsidos cianogénicos.

Tabla2. Pruebas cualitativas de reaccion de color y formacion de

precipitado
Determinacion Resultado Resultado
*ADDE *DDE
Alcaloides D D
Glucésidos
Jatropha curcas . . D ND
cianogénicos
Lectinas ND ND
Oecopetalum Alcaloides D D
mexicanum Glucésidos
. . ND ND
Cianogénicos
Lectinas D ND

*ADDE= antes de extraccion
*DDE=después de extraccion
D=detectado

ND= no detectado

Los resultados de lectinas para la harina Oecepetalum mexicanum son detectadas
antes de la extraccion pero no después de ello, este resultado es parecido al
resultado reportado por Villalobos (2007), las lectinas fueron detectadas en el
arroz antes del tratamiento térmico pero no después de éste, este resultado puede
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deberse a que las lectinas son inactivadas a temperaturas bajas (Thompson et al.,
1986), el resultado es benéfico si se pensara en utilizar la pasta residual para el
consumo animal, la toxicidad de las lectinas es variable, tan sélo algunas de ellas
han mostrado efectos mortales en animales, estas lectinas toxicas interfieren con
el balance hormonal y producen alteraciones en el metabolismo de lipidos y
proteinas, que culmina en una disminucion severa del crecimiento y que incluso
puede conducir a la muerte del animal (Thompson et al., 1986), un factor de la
presencia de las lectinas antes de la extraccion pudiera deberse a una alta
concentracion de acido fitico ya que el &cido fitico inhibe la actividad de enzimas
como la tripsina y la pepsina (Singh y Krikorian, 1982).

Un resultado similar ocurre en la determinacion de glucdsidos cianogénicos, éstos
son detectados antes de la extraccion, mas no después de ésta. El resultado es
similar a los obtenidos en las semillas de soya, maiz, sorgo y linaza (Bamett et al.
1987), no se detectan glucosidos después del tratamiento, estos metabolitos son
sensibles a presiones y temperaturas bajas (60°C), a esto puede atribuirse su
ausencia después de la extraccion.

En los analisis cualitativos para la Jatropha curcas dio un resultado similar al
reportado por Aranda (2010); las lectinas no fueron detectadas en las pastas
residuales esto puede atribuirse a que la harina sufri6 un proceso térmico y de
extrusion, lo cual facilité la extraccion del aceite (Aranda, 2010), este proceso
provoca la inactivacion de las lectinas debido a que son susceptibles a la
desnaturalizacion por calor (Bruggink, 1993); la prueba de glucésidos es muy
parecida a lo reportado por Garcia et al. 2006, donde para la especie Guazumaul
mifolialam (planta para forraje) es positiva, mientras que para el resto de las
especies estudiadas es negativa, los glucdsidos cianogénicos al hidrolizarse, los
cianégenos producen &cido cianhidrico (un potente veneno), glucosa y otros
productos, en funcion del tipo de ciandégeno. Los glucésidos son muy labiles ante
el calor y a tratamientos térmicos suaves (D’Mello, 1995), debido a que las harinas
fueron sometidas indirectamente al calor (para inactivar la enzima utilizada para la
extraccion tuvo que pasar por un choque térmico) los glucésidos cianogénicos
pudieron sufrir lisis después de este tratamiento, esto puede explicar por qué los
glucésidos son detectados antes de la extraccion pero no después de ella.

Se detectaron alcaloides antes y después de la extraccion en ambas harinas esto
puede atribuirse a que los alcaloides son compuestos poco polares (Robles et al.
1989) y la extraccion acuoso-enzimatico utilizada fue de caracter polar, la
presencia de alcaloides en ambas pastas coinciden con estudios realizados para
forraje (Godoy et al. 2005 y Garcia et al., 2006), lo cual podria explicar el porqué
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del sabor amargo del cacaté, tomando en cuenta que la presencia de alcaloides
tiene efectos metabdlicos que son primariamente la inhibicibn neuronal,
produciendo agudos signos de toxicidad como convulsiones Yy paralisis
respiratoria. El gusto desagradable es mediado parcialmente a través de efectos
neuroldgicos (Checkc, 1971) este resultado podria considerarse no conveniente
para la ingesta ya que contraeria alteraciones nocivas para el rumiante.

9.4 Cuantificacion de fenoles totales, taninos y acido fitico
9.4.1 Cuantificacion de fenoles totales, taninos y acido fitico en Oecopetalum

mexicanum

La presencia de estos metabolitos secundarios tales como los fenoles, taninos y
alcaloides; son en su mayoria de las veces un mecanismos de defensa de la
planta ademas que disminuyen la absorcion de los nutrientes en los animales y
muchas veces humanos.

Gréfica 3. Cuantificacién de metabolitos de Oecopetalum
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La concentracién de &cido fitico en la harina de cacaté antes de la extraccion
decrece un 31%, esta reduccidén es parecida al decremento de &cido fitico que
Flebes, 1989 reporta (50%) después de tratar térmicamente los granos de trigo,
las judias secas contienen niveles de acido fitico del orden de 700-1300 mg/100 g,
las concentraciones caen al orden de 200-300 mg/100 g cuando estan cocidas y
listas para el consumo (Flebes, 1998), el nivel de fitatos en el cacaté antes y
después de la hidrdlisis esta dentro de los valores de los vegetales.

Estudios realizados en semillas de frijol negro (Garcia, 2009) han reportado
concentraciones de taninos de 13.76 y 222.42 mg/100 g comparando con la
concentracion de taninos en la semilla de cacaté antes (39.39 £0.03%) y después
(10.16 +0.10%) de la extraccion con el frijol, la concentracion de taninos se
encuentra dentro de este rango, se ha reportado que los taninos en bajas
proporciones (85 mg/100g) suele ser benéfico ya que tienen efectos cicatrizantes y
antiinflamatorios (Pefia, 2006).

La concentracion de fenoles en la semilla de cacaté antes de la extraccion es de
76.97 £0.27% alta en comparacion a la concentracion de fenoles reportada por
Cervantes et al. (2010) en semillas de manzana (38.54 mg/100g). Estudios han
demostrado que los fenoles tienen la capacidad de capturar radicales libres
causantes del estrés oxidativo (Yamakoshi et al, 1999) por lo tanto la presencia de
este compuesto pudede ser benéfica siempre y cuando se identifique el tipo de
fenol dominante en la semilla de cacaté.

9.4.2 Cuantificacion de fenoles totales, taninos y acido fitico en Jatropha
curcas

Los valores en la cuantificacién de fenoles de la harina Jatropha curcas antes de
la extraccion es de 190 mg/100 g de muestra y después de la extraccion es de 120
mg/100 g de muestra son inferiores al compararse con la concentracion fendlica
de otras semillas, el resultado reportado por Gonzalez et al. (2010), de la
cuantificacion de fenoles en la semilla de chia es de 854 mg/100 g y 1400
mg/100g en la semilla de cacao (Padilla et al., 2008). Ademas, después de la
extraccion enzimatica, se observa un decremento del 37% del contenido de
fenoles totales, esto pudo ser debido a la solubilidad de este tipo de compuestos
en un medio acuoso como lo fue el de la extraccion.

En la cuantificacién de acido fitico hubo un incremento del 41% después de la
extraccion, este incremento pudo deberse a la actividad de la enzima sobre la
harina, ya que el acido fitico se hace presente en la pared celular en forma de
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mioinositol, el cual es un importante precursor de los polisacaridos constituyentes
de la pared celular (Flebes, 1989).

Gréfica 4. Cuantificacién de metabolitos de Jatropha curcas
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La concentracion de taninos antes de la extraccion es de 90 mg/100 g de muestra
y después de la extraccion enzimatica es de 40 mg/100 g de muestra de la semilla
Jatropha curcas son inferiores a la concentracion de taninos en el sorgo 1000
mg/100g (Burns, 1971), estudios han demostrado que altas concentraciones de
taninos en las semillas leguminosas interfieren en la degradacion de fibra cruda en
rumiantes (Mison, 1990). Ademas, la disminucién del 56% del contenido de
taninos después de la extraccion, corresponde a que la estructura de taninos es
un polifenol, de estructura polar, soluble parcialmente en agua.

9.5 Comparacién de contenido de metabolitos en harina de Jatropha curcas
y Oecopetalum mexicanum después de la extraccion enzimatica.

La harina de Oecopetalum mexicanum y Jatropha curcas presentan buena calidad
bromatolégica, sin embargo fitoquimicamente, Jatropha curcas tiene
caracteristicas esencialmente polifendlicas por presentar considerables niveles de
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fenoles totales y taninos y elevados niveles de acido fitico, como se ve en la
grafica 5, mientras que los niveles de la harina de Oecopetalum mexicanum son
cinco veces menor en concentracion fenoles totales, cuatro veces menor en
taninos y diez veces menor concentracion de acido fitico. Ademas, en la harina de
Oecopetalum mexicanum el contenido de fibra aumenta después de la extraccién
lo cual es ideal para la ingesta del rumiante (Hernandez, 2010).

Gréfica 5. Metabolitos de Oecopetalum mexicanum vs Jatropha curcas
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La variacion entre los resultados obtenidos en los metabolitos depende en gran
parte en la composicion de la semilla, es probable que el tipo de enzima utilizada
en la extraccién no sea la indicada para la harina de Jatropha curcas ya que las
condiciones con que se trabajaron fueron las Optimas tomadas de trabajos
anteriores por Borraz en 2011 para la harina de Oecopetalum mexicanum.

En conclusion, después de la extraccibn enzimatica la harina con mayor
factibilidad para el uso de la harina residual es la de Oecopetalum mexicanum ya
gue es de mejor calidad fitoquimica y bromatolégica.
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X.  CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

10.1 Conclusiones

En los analisis bromatoldgicos se obtuvo un incremento de 67% en fibra 'y 45%
de proteina en la harina de Oecopetalum mexicanum después de la extraccion.

En las determinaciones cualitativas, se observo la presencia de alcaloides en
ambas harinas aun después de la extraccion ya que estos metabolitos son de
naturaleza poco polar, por lo que su presencia persiste en la harina y no en la
fase acuosa de la extraccion.

En la cuantificacion de metabolitos hubo un incremento en el acido fitico del
41% en Jatropha curcas.

10.2 Recomendaciones

Cuantificar por métodos cromatograficos los metabolitos que en este estudio se
realizaron cualitativamente.

Identificar de manera mas especifica los fenoles, para poder diferenciarlos de los
provenientes de lignina.

Realizar la determinacion de ésteres de forbol de ambas semillas antes y después
del tratamiento enzimatico.
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Xl ANEXOS

12.1 Curvas estandares de determinaciones cuantitativas

Curva estandar para la determinacion de fenoles totales y taninos, segun el
método descrito por Makkar et al. (1993)

) Absorbancia
[Acido tanico] ug/mL | (725 nm)
0.3 0.001
0.4 0.006
0.5 0.011
1 0.035
1.5 0.06
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3 0.16
3.5 0.195
4 0.226
45 0.273
5 0.304
0.35
0.3 v =0.068x-0.042
0.25
€
S 02
«
~N
2 015
[ =
©
°
2 0.1
©
0.05
0 T T T T T
)] 1 2 3 4 5
-0.05 —
[Acido Tanico] pg/mg




Curva estandar para la determinacion de Acido Fitico, seguin el método descrito

por Makkar et al. (1993)

. Absorbancia
fitato] pg/mL
[fitato] ug (500nm)
0.25 -0.004
0.5 -0.0235
0.75 -0.041
1 -0.0575
1.25 -0.0735
2.5 -0.15
3.75 -0.224
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Figura 4. Determinacion cualitativa de alcaloides Jatropha curcas antes de tratamiento
enzimatico

Figura 5. Determinacion cualitativa de Glucdsidos Cianogénicos Jatropha curca antes de
extraccion
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Figura 6. Determinacion cualitativa de Alcaloides después de extraccion; der.
Oecopetalum mexicanum; izg.Jatropha curcas

A= reactivo de Dragendorff
B=reactivo de Mayer
C=reactivo de Wagner

12.2 Formulas y calculos para preparacion de soluciones de las
determinaciones

12.2.1 Férmulas para determinaciones: bromatolégicas, porcentuales vy
volumétricas

(B-4)—-(C-4)
CONTENIDODEHUMEDAD = 100

B—-A

Donde:

A = Peso de la capsula aluminio seca y limpia (g)

B = Peso de la capsula de aluminio mas muestra himeda (g)
C = Peso de la capsula de aluminio mas muestra seca (g)

FORMULA PARA DETERMINACION DE CENIZAS

A—B
CONTENIDO DE CENIZAS (%) = 100 (T)

Donde:

A = Peso del crisol con muestra (g)
B = Peso del crisol con cenizas (Q)
C = Peso de la muestra (g)
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FORMULA PARA DETERMINAR PROTEINAS

AXB
%N = 100[( C ) X 0.014

Y%proteina cruda = %N X 0.0625

Donde:

%N = Porciento de Nitrégeno total en la muestra.
A= Mililitros de HCI gastados en la titulacion.

B = La normalidad del HCI

C = Peso de la muestra en gramos.

FORMULA PARA DETERMINAR GRASA

B—-A
%grasa cruda = 100 (T)

Donde:

A= peso del matraz limpio y seco
B=peso del matraz con grasa
C= peso de la muestra (con grasa)

FORMULA PARA DETERMINAR FIBRA CRUDA
% de fibra cruda = 100(((4A — B))/C)

Férmula para determinar % en peso
eso desoluto
%( p g

volimen mldesolucion

Férmula para determinar % v/v
v gdesoluto

’0N—=— X
/ov mldesolucion 100
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Formula para determinar volimenes y/o concentraciones

GV =GV,

Formulas para determinar el peso con respecto a una concentracion conocida

n=M=xV

_ Bsoluto
PMsoluto

12.2.3 Soluciones

a) Fenoles totales

Solucién estandar de acido tanico al 0.1 %

0.1% = g de acido tanico 100 0.1% g de acido tanico
S T T 25 mlH,0 100  25mlH,0

(25 ml H,0)(0.1%)
100

= g de acido tanico 0.025g de acido tanico

Solucién Carbonato de sodio 20% (p/v)

g de carbonato de sodio 20% g de carbonato de sodio
20% = x 100 =
50 ml H,0 100 50 ml H,0
(50 ml H,0)(20%) , .
100 = g de carbonato de sodio 10g de carbonato de sodio

Reactivo de folin 1 N
Cl =2N V1=x CZ=1N V2=50mLH20

_ (AN)(50 mLH,0)
e (2N)

25mLde folin

b) Acido fitico
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Solucion estandar de acido fitico 0.1% (p/v)

0.1% = g de acido fitico < 100 0.1% g deacido fitico
=T T 50mL H,0 100 50 mL H,0
(0.1%) (50 ml) e i e
————F = g de acido fitico 0.005g de acido fitico

100

Reactivo de Wade, pesar 30 mg de FeCl;6H,0 y 300 mg de acido salicilico

Acido Clorhidrico 3.5%

_ (3.5%)(100 mLH,0)

L= (35%) 10 mLde HCl
Cloruro de Sodio 0.1 M
M=01 Vsoryy =01L n=x
n=(0.1M)(0.1L) n = 0.01 mol de NaCl

Gsotuto = (0.01mol)(585 9/, )0.585g de NaCl

Cloruro de Sodio 0.7 M

M=07 Vi =01L n=zx
n=(07M)(0.1L) n = 0.07 mol de NaCl

Gsotuto = (0.07mol)(585 9/, )4.095 g de Nacl

¢) Glucésidos cianogénicos
Acido picrico 1%

C1=30% V1=x CZ=1% V2=509H20



_ (1%)(50g H,0)
1= (30%)

1.6g acido picrico
Fosfato Monobasico de Sodio 0.2M
M=02 Vsoly) = 05L n==x
n=(0.2M)(0.5L) n = 0.1 mol de fosfato monobasico de sodio
g de soluto = (O.1mol)(137.99 g/mol)

13.799g de fosfato monobasico de sodio
Fosfato Dibasico de Sodio 0.2M

M =0.2 Vs 05L n=x

ol(r) =

n=(02M)(0.5L) n = 0.1 mol de NaCl

Ysoluto = (0.1mol)(141_96 g/mol)

14.196g de fosfato dibasico de sodio

d) Lectinas

Tampon fosfato salino (PBS)
NaCl [140mM]=0.14 M

M=014 Vi, =05L n=x
n = (0.14 M)(0.5L) n = 0.07 mol de Clorro de sodio

Gsotuto = (0.07mol)(57.98 9/, )4.0580g de Nacl

KH,PO4[3mM] =0.003M

M=0003 Vi, =05L n=x
n = (0.003 M)(0.5 L) n = 0.0015 mol de KH,PO,
Gsotuto = (0.0015mol)(136.072 9/, 10.204g de KH,PO,

KCl [8mM] = 0.008M
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M = 0.008 Vs =05L n=x

ol(r)

n = (0.008 M)(0.5L) n = 0.004 mol de KCl

Gsotuto = (0.004mol)(74.102 9/, 110.2964 g de KCl

Na,HPO, [ImM] = 0.001

M = 0.001 Vs 05L n=x

ol(r) =

n = (0.001 M)(0.5 L) n = 0.0005 mol de Na,HPO,

Isoluto = (0.000Smol)(141.93 g/mol)0'07099 de Na,HPO,

Tripsina 1%
g de tripsina 0.1% g detripsina
0.1% = —————=——x 100 =
% 1ml PBS 100 1ml PBS
0.1%)(1ml PBS
( 0)(100 ) = g de tripsina 0.010g de tripsina
NaCl al 0.9%
g de NaCl 09%  gdeNaCl
0.9% = ———x 100 =
100mL H,0 100 100 mL H,0
0.9%)(100 ml
( 0)1(00 ) = gde NaCl 0.9g de cloruro de sodio

Solucién al 1% de eritrocitos tripsinados con PBS

19 mL de eritrocitos 100 1% mL de eritrocitos

= X =

0 25 ml PBS 100 25 ml PBS
(1%)(25 ml PBS)

= mlL de eritrocitos

100

0.25mL de eritrocitos tripsinados
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