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“nunca consideres el estudio como una obligacién si no como una oportunidad
para penetrar en el bello mundo del saber.”

Albert Einstein
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1.- RESUMEN

La investigacion realizada es con el fin de conocer mas acerca de la planta el
chipilin (Crotalaria longirostrata), tanto su composicion fisico-quimica, como las
moléculas de importancia por su actividad antioxidante y compuestos poli fenélicos
gue pueden ser utilizados en la industria alimentaria.

Los estudios fueron en hojas, peciolos y flores, extraidas de la planta del chipilin
de la zona frailesca del estado de Chiapas, realizando una comparacion de
resultados con otras investigaciones de Rivas Larios y col (2014), Alegria Salmerén
y col. (2006), L Arias y col. (2003) en correlacién a su valor nutrimental y actividad

antioxidante.

Las diferencias en resultados comparados se le pueden atribuir al espacio
geografico, el clima, el suelo, la disponibilidad y la calidad de agua, donde se va a
ver reflejado en la absorcibn de nutrientes que necesita la planta para su
crecimiento.

En esta investigacion se analizo el porcentaje del valor nutrimental de la planta a
través del método AOAC (1990)( Official Methods of Analysis) como; proteinas,
fibras, materia seca total, cenizas, lipidos, azucares, etc. Ademas de la presencia
de compuestos polifenolicos; que son antioxidantes que nos ayudaran a inhibir o
retardar oxidacion de otras moléculas inhibiendo la iniciacion y / o propagacion de

las reacciones en cadenas de los radicales libres que podrian afectar nuestra salud.

Los resultados obtenidos demuestran que esta planta es adecuada debido a sus
propiedades fisico-quimicas para la aplicacion en diversas industrias alimenticias,
tales como aditivos, suplementos alimenticios y como un vegetal en fresco para

acompafar diversos platillos.

Palabras claves; Chipilin, Crotalaria longirostrata, polifenolicos, fisico-quimico,

antioxidante.



2.- INTRODUCCION
En México existen aproximadamente 26,000 especies de plantas comestibles, las
cuales son utilizadas con diferentes fines: envolver, aromatizar, condimentar,

infucionar, cocinar o incluirlas frescas. (Morales Romero, nb)

El chipilin ( Crotalaria longirostrata ) es una de las plantas silvestres, perenne
catalogada como una de las especies mas importantes de la hoja silvestre de
follaje tierno y comestible parecida a la verdolaga, que crece durante todo el afio
en climas tropicales y con gran abundancia de agua, por lo que se ha catalogado
en muchos lugares como una planta invasora, pero en parte de Latinoamérica
como México, Guatemala, Salvador y Honduras ha tenido gran popularidad en la
gastronomia, debido que desde hace mucho tiempo es un alimento basico para las
familia de bajos recurso y de algunos grupos indigenas que se encuentran
marginados, debido a que es una planta muy abundante y de facil cultiva miento es
por ello que se ha venido explotando hasta nuestro dias como una planta de
traspatio y que es parte de una alimentacion por muchas regiones. México y
Guatemala son los paises donde esta planta no solo se utiliza en la gastronomia,
sino también para curar algunas enfermedades y como abono para fertilizante del
suelo, la utilidad que actualmente se conoce es la que se ha venido reflejando y

trasmitiendo de generacion en generacion hasta hoy en dia.

En México el chipilin (Crotalaria longirostrata) crece en los estado de Chiapas,
Veracruz, Tabasco y Oaxaca, el nombre que se le atribuye es segun el lugar
donde crezca. En estado de Chiapas se le conoce como el nombre popular de
Chipilin y es el nombre con mayor popularidad y que podemos encontrar en el
mercado del estado y donde sea caracterizado por su rico sabor, olor en el
momento de ser cocinado y al ser unos de los mejores acomparfamientos exéticos

en algunos platillos de la gastronomia Chiapaneca.

Informes de literatura con respecto a su composicion fisico- quimica o su valor
nutricional en Centroamérica son escasos Yy la poca que se conoce hasta ahora es
referente a su uso gastrondémico, en México las investigaciones que hay referente a

los componentes activos de la Crotalaria longirostrata.



Co-responden a los estados de Veracruz, Tabasco, Chiapas y al pais vecino
Guatemala, pero como se sabe no todas las plantas contienen los mismos

porcentajes de nutrientes segun el espacio geogréafico donde esta se encuentre.

El presente estudio describe la determinacion de la actividad biologica y
caracterizacion del extracto de la Crotolaria longirostrata que se cultiva en el estado
de Chiapas en la region de la Frailesca, con aplicacion a futuro en los alimentos
para humano y al mismo tiempo realizar un comparativo de porcentaje nutrimental,

en correlacion con otros resultado obtenidos en otras investigaciones.



3.- HIPOTESIS
Los extractos del chipilin (Crotolaria longirostrata) poseen moléculas con actividad

antioxidante, que pueden ser utilizados en la industria alimentaria.

4- OBJETIVOS

4.1. - Objetivo general

Determinar la actividad biolégica mediante la medicion de poli-fenoles y actividad
antioxidantes y caracterizacion fisico-quimica  del extracto de Crotalaria

longirostrata con potencial aplicacién en alimentos.

4.2.- Objetivos especificos

Obtencion de la materia prima de la planta Crotalaria longirostrata recolectada en la
region de San Pedro Buenavista Mpo. Villacorzo Chiapas.

Caracterizacion de la planta mediante analisis fisico-quimica por el método de
AOAC 1990 (Official Methods of Analysis)

Obtencion de los extractos de la Crotalaria longirostrata por diferentes solventes
(acetona, etanol y hexano).

Cuantificacion de polifenoles presentes en los extractos de Crotalaria longirostrata.
Determinacion de la actividad de antioxidante presentes en los extractos de

Crotolaria longirostrata.
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5.- JUSTIFICACION

El chipilin (Crotolaria longirostrata) planta silvestre muy conocida en Latinoamérica.
En México en el estado de Chiapas y del pais circunvecino que es Guatemala es
catalogada como una planta indigena. Es unos de los platillos de hojas mas
exéticos y ricos que se consume en algunas regiones ya que produce una
sustancia somnifera que para muchas personas que las consumen es una terapia

para los que quieren conciliar el suefio.

Las investigaciones que hoy en dia existe referente al valor nutrimental y
antioxidantes del chipilin en México son delos estados de Veracruz, Tabasco y
Chiapas, pero como se sabe no todos los compuestos activos de una planta son

iguales, lo que los va a diferenciar es la ubicacion geografica donde se encuentre.

Es por eso que el propésito de esta investigacion es conocer mas acerca del
chipilin (Crotolaria longirostrata), cultivado en el estado de Chiapas de la zona
Frailesca donde esta hierba se encuentra con gran demanda alimenticia por los

pobladores.

Por tal motivo la intencién de esta investigacion es estudiar y aprovechar esta
planta que crece de manera abundante durante todo el afio y la posible actividad
biolégica que aun no se ha estudiado, realizado una caracterizacion de dicha
planta y hacer un comparativo con otras investigacion sobre los resultados
obtenidos, para su posible aplicaciéon en los alimentos y asi a contribuir a una
investigacion de una planta silvestre, poca explorada que podria a futuro ser un
vegetal reconocido como son la hierba mora, la verdolaga, etc. Que son vegetales

esenciales en la dieta humana.
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6. REVISION DE LITERATURA

El chipilin (Crotalaria Longirostrata) es una leguminosa silvestre tropical utilizada
desde tiempos prehispanicos donde el hombre por necesidad de sobrevivencia se
dio a la tarea de la recoleccion de plantas y semilla para su alimentacion
(Herndndez y Le6n 1994) manteniendo las caracteristicas antropocéntricas
reportados para otras plantas del pais (Vieyray col. 2002). Abarca una amplia
gama de aplicaciones tales como: comida y bebida refrescante para los seres
humanos conocidas hasta hoy en dia debido a que se ha venido trasmitiendo de
generacion en generacion (Centurion col. 2000), se ha utlizado no solo en la
gastronomia y en la medicina alternativa natural sino también para los cultivo de
cobertura o abono verde (mediante la fijacion de nitrogeno atmosférico), mejora de
los barbechos (Desaeger y Rao 1999), elaboracion de papel, planta medicinal y las
especies meliferas (Fischler y Wortman1999); ( L. Arias y col.2003)

Segun (Standley 1922 y col. ) El chipilin, también conocido como plata indigena,
chop, chipile, su nombre asignado que se le da segun la popularidad a la region en
que pertenezca, en Chiapas el nombre popular de chipilin es de origen de la lengua
Nahuat (Chepelixh) se llama asi segun se cuenta las personas mayores de
algunas comunidades del estado que este nombre se le atribuye a una historia
antigua donde una princesa fue obligada a casarse con el dios de la lluvia (Dios
Chac) quien maldijo al pueblo con una hambruna mandando nubes y lluvia, para
evitar esa tragedia la princesa (Chhepel'ixh) se sacrifica casandose con él para

evitar que la maldicién callera a su pueblo.

Pero todo fue un engafo para evitar que la princesa se casara con otro y a si
también que admiraran su belleza, al darse cuenta la princesa (Chepel’ixh) del
engafo se sacrifico a los ojos de la luna y la pradera, convirtiéndose asi en chipilin

gue significa hojas de luna. (Guillen Reyes; 2008)
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6.1.- Plantas con hojas comestibles en México

En México existen aproximadamente 26,000 especies de plantas comestibles, las
cuales son utilizadas con diferentes fines: envolver, aromatizar, condimentar,

inficionar, cocinar o incluirlas frescas; (Morales Romero, nb)

Las plantas desempefian una gran labor en nuestro planeta desde la fotosintesis
hasta transformar la energia de la luz del sol en energia quimica entre otras
funciones. Las plantas son el origen verdadero de proteinas, carbohidratos y otras
moléculas complejas. Sin las plantas el planeta seria una esfera sin vida que da

vuelta, estéril y yermo.

Las plantas de hoja son el mejor ejemplo de la ley natural del tomar la luz del sol y

del dar oxigenao.

Existen muchisimas variedades de vegetales de hoja verde comestible y son tanto
aquellos que crecen como hojas por si solas (rucula, berros, hojas de mostaza,
ruibarbo) o las mismas hojas de las raices (de la zanahoria, del nabo, de los
rabanitos) o las hojas de otras verduras como la coliflor, brocoli o las verduras
redondas verdes como todas las variedades de coles, el brécoli, etc. La mayoria de
ellas pueden comerse crudas en ensalada durante el verano (y en menor cantidad,

también en primavera), escaldadas o al vapor.

Algunos vegetales de hojas verdes, crecen durante el invierno y otros durante el

verano; algunos son perennes y otros de estacion.
Actualmente se conocen cerca de mil especies de plantas con hojas comestibles.

Las plantas de hojas comestibles son bajas en calorias, bajas en grasa, altas en
proteina por caloria, altas en fibra, altas en hierro, magnesio y calcio. Al igual que
muchos vegetales contienen antioxidantes que ayudan al organismo a
desintoxicarse, lo cual las sitla entre los alimentos que ayudan a reducir los riesgos

de cancer.
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Sobre todo las hojas verde oscuro poseen grandes propiedades alimenticias. Son
ricas en fibra, clorofila, beta caroteno (precursor de la vitamina A), en vitamina C,
en calcio, hierro y magnesio. También contienen luteina y zeaxanthina, las cuales
se piensa que protegen la vista de cataratas y degeneracién de la macula. Los
folatos intervienen en la produccion de glébulos rojos y blancos, en la sintesis de
material genético y en la formacion de anticuerpos en el sistema inmunoldgico.

http://agnesmacrobiotica.blogspot.mx/2010/12/verduras-verdes-y-hojas-comestibles.html

6.2.- El Quelites, frescas hierbas mexicanas

La palabra quelite procede de la voz nahuatl “quilitil”, utilizada comunmente en el
centro de la Republica Mexicana para designar varias especies de hierbas
silvestres de follaje tierno y comestible.

Durante muchos afos los quelites fueron de consumo rural, en preparaciones
caseras o0 incluidas en el forraje, pero desde el punto de vista nutricional, los
guelites son importantes para complementar la dieta. Ademas algunos se usan con

propdsitos medicinales.

Estas plantas aparecen en las milpas cominmente en temporada de lluvias, eran
desechadas por muchos por ser consideradas mala hierba, en la actualidad su

valor gastronémico va a la alza.

Su utilizacién no es nada nuevo, desde tiempos prehispanicos eran apreciados e
incorporados en la dieta de uso comun. Y ahora, el afan por rescatar ingredientes

tradicionales los trae de nueva cuenta al plato.

Algunos chefs e investigadores mencionan que los quelites por lo general no se
cultivan, sino que crecen espontaneamente en el sistema de milpas, siendo
basicamente hierbas jovenes, brotes, retofios y flores mexicanas tiernas

comestibles.
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Existen mas de 400 variedades y suelen crecer alrededor del maiz y el frijol. No son
arbustos ni matas, son una familia herbal mexicana que vive un auge en las
grandes cocinas y se han vuelto cada vez mas comunes en tiendas y mercados

gourmet. Encontrando una gran variedad durante todo el afio.

Preferentemente deben ser consumidos muy tiernos, ya que la mayoria cambia a

un sabor amargo cuando madura.

Quintonil, chipil, pipicha, verdolaga, romerito, cenizo, lengua de vaca, chaya,
hierbamora, papalo, epazote, cilantro, berro, alache, etcétera... algunos de ellos
pueden ser indigestos, pero pueden ser protagonistas o excelentes acompafnantes

en un sin fin de platillos.

El papalo y el epazote en exceso pueden llegar a ser indigestos, las hojas de a
cuyo o hierba santa deben blanquearse e igualmente las hojas de chaya en las que
se encuentran grandes cantidades de cianuro, con ello se obtiene un mejor sabor.
(Oscar Gutiérrez, 2012)

6.3.- Plantas comestibles no convencionales en Chiapas

En la republica mexicana el estado de Chiapas se caracteriza por ser uno de los
estados con mayor diversidad floristica y étnica. Segun Miranda existen
aproximadamente 128 alimentos de origen vegetal no convencionales, pero
actualmente se considera que puede ser superior a 200 el nimero de plantas
silvestres comestibles. (Chavez 2010) reporta que se conocen 71 de estos
vegetales no convencionales, describiendo aspectos: etnobotanicos culinarios y
quimico nutracéuticos. El proceso alimentacion-nutricion es interdisciplinario y en
las comunidades rurales el papel que juega la cultura en su estrecho vinculo con
las variaciones de la naturaleza y por ende con la salud nutricional es directo. El
conocimiento tradicional en relacién al uso de las especies comestibles por los
grupos indigenas es diverso, y de estas especies comestibles no todas son
vendidas en los mercados y la transmision oral entre ellos, no permanece, sobre

todo en las nuevas generaciones se esta perdiendo sin mencionar la deforestacion.
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Ademas, en los medios urbanos existe cierta competencia con los alimentos

conservados con tecnologia moderna y exceso de publicidad.
6.3.1.-Lista de algunas plantas no convencionales:

Ajalte, alcachofa, ashen’té, bledo, bushna, cacaté, caco, caimito, canela, capulin,

caspirola, cilantro, condua, chaya, chipil, chipilin, cupape, cilantro, chaco, etc.
6.3.2.- Diferenciacion de chipil y chipilin

El chipilin y el chipil pertenecen a la misma familia fabacea, son catalogados como
guelite debido a que las dos son plantas silvestres y con follajes tiernos comestibles
y utilizados como alimento esencial por muchas comunidades rurales de
Mesoamérica, comprende una diferenciacion tanto la asignacion de su nombre y su
significado, como su taxonomia, mas sin embargo comprende una caracteristica
muy peculiar en la gastronomia ya que se preparan de igual forma en diferentes
platillos. Tanto el chipil y el chipilin crecen de manera abundante durante todo el
afio, sin embargo su crecimiento dependera dela ubicacion geogréfica, por ejemplo
en Chiapas el chipil crece la cabecera municipal Las Margaritas y sus alrededores,
la poblacion que la utilizan son Tojolabal y mestiza, el clima de este lugar es
templado.

El chipilin crece en las regiones de Tuxtla Gutiérrez y aledafios, donde la poblacion
qgue la utiliza son Mestiza y zoque y su clima de esta regiébn es muy tropical.
(Chavez Quifiones y col, 2009)
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6.4.- Chipilin (Crotalaria longirostrata)

El chipilin es un vegetal considerado por muchos como un quelite (del vocablo

nahualt quilitl que es verdura tierna comestible.

El nombre de chipilin corresponde a su nombre cientifico Crotalaria longirostrata es
una planta originaria del sur de México y Centroamérica, es la especie mas
utilizada como alimento, donde se consumen las hojas y los brotes tiernos y es
utilizado como un acompafiamiento en diferentes platillos, sus hojas son rica en
proteina, de alto contenido en lisina, por lo que es un excelente suplemento de los
cereales, ademas de un elevado contenido de carotenos de alta biodisponibilidad,
crece en terrenos humedos, laderas abiertas y plantadas en campos y jardines.

(Rivas Larios y col; 2003)

El origen de la palabra «chipilin»: del Nahuatl, cuyo significado es «alimento con
gue los enfermos tomaran fuerza», y de la palabra Tzotzil «Tsi-ipilli» que significa
«hierba de la fuerza». De los diversos «chipilines» que se consumen en México, el
«chipilin blanco» (Crotalaria longirostrata) es el que se emplea en la alimentacion
tradicional del estado de Chiapas. C. longirostrata crece de forma silvestre o en
cultivo de traspatio y sus tallos y hojas jovenes son empleadas para preparar

diversos alimentos, ya sea como aderezo o0 como componente principal.

En Chiapas el consumo de C.Longirostrata es generalizado, ya que una encuesta
realizada por Joo (1987) reveld que el 92% de la poblaciéon la utiliza en su
alimentacion y el restante no la usa por considerarla desagradable, tanto en su
sabor como en su aroma, ademas de argumentar que es una planta que les causa
dafio, manifestando que les causa dolor de cabeza, nerviosismo y problemas
estomacales. Asi mismo se comenta que C. Longirostrata induce una situacion de
somnolencia después de ser ingerida. Diversos compuestos se han aislado de
algunos miembros del género Crotalaria, entre éstos los alcaloides son los mas
reportados. Asi mismo se han reportado compuestos de interés farmacoldgico,

como la monocrotalina que tiene actividad antineoplasica y no se ha reportado la

17



A)

presencia de alguna sustancia que pueda inducir sue-ifio (Hall, 1995). (Rodriguez

Campos y col; 1998)

6.5.- Usos de la planta chipilin (Crotalaria longirostrata)
El uso de esta planta puede ser de dos formas:
GastronOmica

Con el chipilin se cocinan diferentes platillos segun la region.

En el Salvador es muy popular la sopa de chipilin (se hierve la planta y se le
agrega chile verde, cebolla, ajo, huevos y algunas especias, al igual que sus muy
populares pupusas hechas de queso y chipilin que les fascinan a todos sus
pobladores y mas cuando quieren una buna noche de suefio, comercializado a
nivel local y también exporta a un distribuidor (Lupita productos) en Los Angeles,
California. (JULIA F. MORTON; 1994)

En Honduras, chipilin sélo se utiliza en la sopa.

Guatemaltecos consumen una gran parte de la hojas jévenes y brotes de hojas,
simplemente cocidos como verdes, o afiadirse a sopas, guisos, Yy tortillas (Munsell y
col, 1950)

En Chiapas hacen el tamal de chipilin relleno de queso, de pollo o de ambos.
También en Chiapas se hace un caldo con esta hierba, afiadiéndole camardn seco
y bolas de masa frita, tal y como se muestra en la figura 1. (a) y (b). El chipilin es

muy usado en Chiapas vendiéndose en las calles de muchas ciudades del mismo.

(a) (b)

A

Fig. 1 Preparacién gastrondmica del chipilin (a) para tamales y (b) en caldo.
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B) Medicinales

Su consumo reduce el estrés; ayuda al crecimiento, la reparacion de tejidos y la
produccién de hormonas, enzimas y anticuerpos. Importante en la recuperacién de
pacientes con anemia. Es una rica fuente de proteina vegetal. (Ecky Santoyo;
2013)

El extracto de la flor se emplea en Guatemala como un sedante, y para el

tratamiento de nerviosismo, hemorragias, y la disenteria. (Aguilar Giron 1966)

A las hojas en crudo se le atribuyen propiedades hipnéticas, mineralizarte,

narcaotica, purgante y vomitiva. (Julia F. Morton; 1994)
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6.6.- Tablas de valor nutricional del chipilin de diferentes literaturas.

En la tabla 1 se presenta el valor nutricional y calidad proteica de tres plantas
autéctonas de Guatemala (chipilin, hierba mora y bledo). Reportado por (Rivas
Larios; 2014)

Tabla 1. Valor nutricional del maiz, frijol y de las plantas de chipilin, bledo y hierba

mora o quelite y en 100 gramos de producto.

Nutrientes Chipilin Bledo Hierba mora Maiz Frijol
Kilocalorias (Kcal) | 57 32 45 365 343
Agua (%) 81.8 87.7 85 10.37 10.40
Proteina (g) 7.1 2.72 5.1 9.42 22.70
Grasas (g) 1 0.55 0.8 4.74 1.60
Carbohidratos(g) | 8.7 5.73 7.3 74.26 61.60
Fibra cruda(g) 8.7 5.73 7.3 74.26 61.60
Ceniza(g) 1.4 2.54 1.8 1.2 3.70
Calcio (mg) 248 278 226 7 134
Fosforo(mg) 74 81 74 210 415
Hierro(mg) 4.9 6.34 12.6 2.71 7.10
Vitamina A(mcg) | 3843 517 1883 11 0
Tiamina (mg) 0.33 0.05 0.20 0.38 0.47
Riboflavina (mg) | 0.52 0.24 0.35 0.2 0.15
Niacina (mg) 2.02 1.2 0.97 3.63 2.09
Acido ascérbico | 112 65 92 0 1
(vitamina C)(mg)

Fuente: Adaptado de Bressani, R. Rottmann, M. Grines, C. (1993) (a) (17). Tabla de

composicion de alimentos de Centroamérica, (2009)



Valores nutrimental del maiz, frijol y plantas de chipilin, bledo y
hierbamora.
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Fig. 2 Valor nutricional del maiz, frijol y de las plantas de chipilin, bledo y hierba

mora o quelite y en 100 gramos de producto.

En la tabla 2 se presentan valores nutricionales de plantas no convencionales en

Chiapas (Chipilin), reportado por (Chavez Quifiones y col, 2010).

Tabla 2. Valores nutricionales de humedad, protidos, lipidos y fibras en 100 gramos

de producto (chipilin) de la regién de Tuxtla Gutiérrez Chiapas.

Humedad (%) Prétidos (g) | Lipidos (g) | Fibra (g)

80.70 6.90 0.60 2.20

Valores nutricionales del chipilin en Tuxtla.

100
80
60
40
20

0 I
Humedad % Prétidos g Lipidos g Fibra g

Fig.3 Valores nutricionales de humedad, prétidos, lipidos y fibras en 100 gramos de

producto (chipilin) de laregion de Tuxtla Gutiérrez Chiapas.

21



En la tabla 3 se presentan estudio gastronémico y nutricional del chipilin en el

Salvador, reportado por (Alegria Salmerén y col, 2006).

Tabla. 3. Valores nutricionales de proteina, grasas, carbohidratos, fibra, cenizas en

100 gramos de) producto (chipilin) en hojas y puntas en el Salvador.

Proteina (g) Grasa (g) Carbohidrato(g) FC(g) Ceniza g

7.00 0.80 9.10 3.24 1.50

Valores nutricionales del chipilin en hojas y puntas en el
Salvador.

10
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0

Proteina g Grasa g Carbohidrato g Cenizag

Fig. 4 Valores nutricionales de proteina, grasas, carbohidratos, fibra, cenizas en 100
gramos de producto (chipilin) en hojas y puntas en el Salvador.



En latabla 4 y 5 se presentan la composicion quimica de las diferentes partes de la
planta del chipilin, obtenida en Veracruz y en la tabla 5 se presenta las fracciones

de fibras presentes en la planta, reportado por (L Arias y col; 2003).

Tabla 4. Contenido de materia seca (DM), proteina (CP), extracto etéreo (EE), fibra
bruta (CF) y extracto libre de nitrégeno (ELN) en las diferentes partes de del chipilin
como tallos con hojas, hojas con peciolo y hojas.

Porcion de la DM, | CP, EE, CF, Ceniza, | ENF,
planta % %MS | %MS | %MS | % MS % MS
Tallos-con-hojas 20.0 | 30.6 1.3 22.8 8.0 37.1
Hojas-con-peciolo 13.0 | 36.3 1.9 13.1 8.5 39.9
Hojas 10.0 | 38.3 2.2 11.8 9.2 38.3

Contenido nutrimental del chipilin de sus partes
chipilin.
50

M Porcién de la planta
40

|
30

Tallos-con-hojas

20
M Hojas-con-peciolo

10 —
II M Hojas
0 Wl

Fig. 5 Contenido de materia seca (DM), proteina (CP), extracto etéreo (EE), fibra bruta

(CF) y extracto libre de nitrégeno (ELN) en las diferentes partes de del chipilin como

tallos con hojas, hojas con peciolo y hojas.

23



hojas, hojas con peciolo y hojas.

Tabla5. Fracciones de fibras en las diferentes partes del chipilin como tallos

con

Las fracciones de Tallos-con-hojas, Hojas con peciolo, | Hojas,
fibra % MS % MS % MS
Fibra detergente neutro | 33.8 + 2.39 28.4 +£5.29 225+1,73
Fibra 4cido detergente | 26.2 15.5 13.6
Celulosa 21,5+ 0,55 13.1+2.20 11,1+0,12
Hemicelulosa 7.59+2.18 12.8 £ 3.06 8.99+2.12

Fracciones de fibras en las diferentes partes del chipilin
40
35
30
25
20 M Tallos-con-hojas,
15 B Hojas con peciolo,
10 Hojas,
5 |
0
Fibra Fibra acido Celulosa Hemicelulosa
detergente detergente
neutro

Fig.6 Fracciones de fibras en las diferentes partes del chipilin como tallos con hojas,
hojas con peciolo y hojas.

En la tabla 6 se muestran los resultados de los valores de concentracion de
compuestos polifendlicos de las plantas estudiadas de chaya y chipilin (mg
equivalentes de Acido gélico/g de muestra fresca), (metanol y agua) reportado por

(valdez Villareal y col, nd).
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Tabla 6. Concentraciones de los compuestos polifenolicos (mg equivalente de acido
gélico /g de muestra) de las plantas de chaya y chipilin.

Chaya Chipilin

97.76+0.91 92.98+0.64

Concentraciones polifenolicos de las plantas de
chaya y chipilin

100
98
96
94
92
90

I

Chaya Chipilin

Fig.7 Concentraciones de los compuestos polifenolicos (mg equivalente de &cido
gélico /g de muestra) de las plantas de chaya y chipilin.

En la tabla 7 Se muestran los resultados de las determinaciones de porcentaje de
inhibicion de cada dilucién y cada extracto (metanol y agua) , reportado por (Valdez
Villareal y col, nd).

Tabla 7. Porcentajes de inhibicion de DPPH, con cada extracto de las plantas de

chipilin y chaya.

Chipilin Chaya

% inhibicion % inhibicion
20.64+0.5796 24. 63+0.708
26.21+0.2676 30.67+0.9817
36.88+0.9817 39.5+0.8997
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Porcentajes de inhibicion de DPPH, con cada
extracto de las plantas de chipilin y chaya.

60
40

B Chipilin
20 B Chaya

R1 R2 R3

Fig.8 Porcentajes de inhibicion de DPPH, con cada extracto de las plantas de chipilin

y chaya

6.7.- Taxonomia

Segun (Hook Y Arn 1838) La Crotalaria longirostrata (Chipilin) es un arbustos
perteneciente de la familia fabacea que su crecimiento seda de forma silvestres en
muchos lugares de Centro ameérica, su crecimiento seda de forma anual y a veces
permanece todo el afio dependiendo en la regidbn en que se encuentre, es un

vegetal indigena por su crecimiento repentino y rapido.

Crece de manera vertical alcanzando un tamafo de hasta 2 m de alto; tallos terete
casi glabros con delgadas ramas verticales 0 arqueadas casi cilindricas, contienes

en pelos diminutos.

Foliolos 3, elipticos, 2.3—-3.5 cm de largo y 1.1-1.5 cm de ancho, los laterales mas
pequefios, apice agudo a redondeado, base cuneada, haz glabra, envés
estriguloso; peciolos 2.2-3.2 cm de largo, estipulas linear-triangulares y rizadas,

1.5-2 mm de largo.

Inflorescencias 14-25 cm de largo, con 18-30 flores, pedicelos 5-6 mm de largo,
bracteas filiformes, 3 mm de largo, bractéolas ca 1 mm de largo, por encima de la
mitad del pedicelo, flores amarillas, ocasionalmente con machas rojas; lobos del
céliz 3-5 mm de largo y 2 mm de ancho; estandarte 11-16 mm de largo y 8—10 mm
de ancho, a las 11-14 mm de largo y 4-5 mm de ancho, quilla 12-16 mm de largo

y 8-11 mm de ancho, con un rostro muy prolongado e incurvado distalmente.
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Legumbres 1.8-1.9 cm de largo, pubescentes, cafés; semillas reniformes, cafés.

Tabla 8. Taxonomia de la Crotalaria Longirostrata descrita por Hook y ARN 1838.

TAXONOMIA
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribu Crotalarieae
Genero Crotalaria
Especie Crotalaria Longirostrata

Fig.9 Imagen del Chipilin (Crotalaria Longirostrata) con sus ramificaciones (Hook y
ARN 1838)



6.8.- Analisis bromatoldgico

Un analisis bromatolégico conocido también como analisis fisico-quimico, son la
evaluacion de la materia que componen los nutrientes como son:. proteinas,
azucares totales, grasas, MST, entre otras. Etimolégicamente se pude definir como
Broma, “alimentos” y logos “tratado o estudio, es decir la bromatologia es una de
las ciencias que se encarga del andalisis de la calidad de los alimentos tanto sus

caracteristicas, valor nutrimental y adulteraciones.

6.8.1.- Analisis de humedad y contenido de solidos totales

Uno de los procedimientos analitico mas fundamentales en el analisis de los
alimentos es el ensayo en busca de la cantidad de humedad presentes en los
alimentos. La materia que permanece después de la separacion de la humedad se
conoce como solidos totales. Este valor analitico es de sumamente importante

para la industria alimentaria, ya que el agua es un relleno econémico.

La humedad es uno de los factores de calidad para la conservacion de algunos
productos Yy afecta a la estabilidad en; verduras y frutas deshidratada, como
también para otros productos alimenticios, ademas de ser un factor esencial en el

momento de empaque y manipulacion.

El contenido de humedad va a variar segun el alimento analizado, el contenido de
humedades aproximado esperado puede afectar a la eleccién del método de
medida. Asi mismo también puede guiar al andlisis en la determinacién del nivel
practico de exactitud requerido cuando se mide el contenido de humedades, en

relacién con otros componentes de los alimentos.

La eliminacion del agua presente en los alimentos va a depender de cdmo se

encuentre, los tres estados son:

Libre: esta agua conserva sus propiedades fisicas y, en consecuencia, actlia como

agente dispersante para los coloides y como disolvente para sales.
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Adsorbida: esta agua esta firmemente sujeta u ocluida en las paredes celulares o
el protoplasma, y esta sujeta en las proteinas.

Hidratacién: esta agua se encuentra enlazada quimicamente.

(S. Suzanne Nielsen; 2009)

6.8.2.- Cenizas

Este método se refiere a los residuos inorganicos que permanece, ya sea después
de la calcinacion o tras la oxidacion completa de la materia organica de un
comestible. En este método se utilizan dos tipos de calcinacion: la calcinacién por
via seca, principalmente para la composicién inmediata y para algunos tipos de
andlisis especificos de elementos inorganico; y la calcinacion por via
humeda(oxidacion) con una preparacion para el andlisis de determinados

elementos inorganico.

El contenido de ceniza de los alimentos puede ser expresados bien sea sobre la

base del peso en humedo (tal como se ha recibido) o bien del peso seco.

la calcinacion por via seca: se refiere a la utilizacion de un horno de mufla, con
capacidad de temperatura de 500 y 600 °C. el agua y los componentes volatiles se
evaporizan y las sustancias organicas son incineradas, en presencia del oxigeno
del aire, para dar CO2 y 6xidos de nitrégeno.

La calcinacion por via humeda; es un procedimiento para oxidar las sustancias
organicas mediante los usos de acidos y agentes oxidantes. (S.Suzanne Nielsen,
2009)

6.8.3.- Azucares totales

La determinacion de los azucares totales en los alimentos es de gran importancia
en la tecnologia de los alimentos ya que tienen funciones muy especificas en
nuestro organismo ademas de proporcionar al alimento caracteristicas

organolépticas.
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Para su analisis existen una gran variedad de métodos utilizados en la industria
alimentaria, cuando se requiere determinar el analisis del contenido en azlcares
reductores o azucares totales, se utiliza los métodos quimicos basados en la
reduccién del cobre es una opcion muy adecuada. A su vez, este tipo de
metodologia incluye una gran variedad de métodos, entre los que cabe destacar el
meétodo de Fenol-sulfarico, en este tipo de método los carbohidratos se logran
destruir por calor y por adicién de acido y son particularmente sensibles a acidos
fuertes y altas temperaturas. Complejas toman lugar empezando con una

deshidratacion simple, si se continda. (Dubois y Col. 1956)

El calentamiento y la catdlisis acida se producen varios derivados del furano que
condensan consigo mismos y con otros subproductos para producir compuestos
coloridos producto de la condensacién de compuestos fendlicos y con heterociclos
con el nitrégeno como heterodtomo. La condensacibn mas comun es con fenol.
Este método es féacil, eficaz y rapido. Todos los azlcares como oligosacaridos y
polisacaridos pueden ser determinados, recordando que éstos bajo hidrolisis acida

producen monosacaridos.

Bajo estas condiciones una serie de reacciones complejas toman lugar empezando
con una deshidratacion simples, si se continta el calentamiento y la catalisis &cida
se producen varios derivados del furano que condensan consigo mismos y con
otros subproductos para producir compuestos obscuros o compuestos coloridos
producto de la condensacion de compuestos fendlicos y con heterociclos con el
nitrégeno como heteroatomo. La condensacion mas comun es con fenol y es un
método féacil, eficaz y rapido. Todos los azlUcares como oligosacaridos y
polisacaridos pueden ser determinados, recordando que estos bajo hidrolisis acida
producen monosacéaridos. La forma en que procede la reaccibn no es
estequiometria y depende de la estructura del azucar, por lo tanto se realiza una
curva patron. La intensidad del color naranja es proporcional a la cantidad total de
carbohidratos presentes. Esta absorbancia puede ser medida a 492nm vy la
concentracion total de carbohidratos de las soluciones problema puede ser medida

con respecto a una curva estandar preparada.
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Los carbohidratos son compuestos formados por carbono, hidrogeno y oxigeno,
sintetizados a partir de CO2 (dioxido de carbono) y H20 por los organismo
fotosintéticos, mediante el aprovechamiento de la energia de luz solar

(fotosintesis).

La clasificacion de los carbohidratos son: monosacéridos, disacéridos, polioles,

oligosacaridos y polisacaridos. (Toledo Medina; 2013)

Los azucares reductores son aquellos azucares que presentan un grupo aldehido
(aldosa) que pueden ceder electrones(es decir, actian como agentes reductores) a
un agente oxidante, el cual se reduce al recibir los electrones. La oxidacion del
grupo aldehido da lugar a un grupo acido carboxilo. Bajo condiciones alcalinas, las
acetosa se comportan como agentes reductores suaves, dado que se isomerizaran

a aldosa. (S. Suzanne Nielsen, 2009).

6.8.4.- Proteinas

Las proteinas son compuestos abundantes de todas las células, y todas ellas, con
excepcion de las proteinas de almacenamiento, son de gran importancia para la
funcién biolégica y la estructura de las células. Las proteinas de los alimentos son
muy complejas. Muchas de ellas han sido purificadas y caracterizada, muchas de
ellas varian segin su masa molecular, abarcando desde 5.000 millones hasta un

millébn de daltonios.

Estas estan compuestas de hidrogeno, carbono, nitrégeno, oxigeno y azufre. 20 a-
aminoacidos son piezas esenciales para su estructura, donde los residuos de
aminoacidos se encuentran unidos por un enlace peptidicos. El nitrdgeno es uno
de los elementos mas caracteristicos de las proteinas, no obstante el contenido de
nitrogeno abarca un 13 .4 % hasta un 19.1 %, debido a la variacion en la

composicion especifica de aminoacidos de la proteina.

Las proteinas se pueden clasificar segun su composicion, estructura, funcion

bioldgica o sus propiedades de solubilidad.
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Las proteinas presentan una conformacion Unica, que pude ser alteradas por
agentes desnaturalizador como el calor, acidos, alcalis, urea 8 M, guanidina-HCL 6
M, disolventes orgénico y detergentes. Como también la solubilidad podria verse
afectada por agentes desnaturalizantes.

El analisis de las proteinas viene complicando por algunos componentes

alimentarios que presentan propiedades fisico-quimico muy similar.

El nitrégeno no proteico provendria de los aminoacidos libres, péptidos pequenos,
acidos nucleicos, fosfolipidos, aminoazucares, porfirina y algunas vitaminas,
alcaloides, acidos uricos, urea y iones amonio. Por lo tanto el contenido total de

nitrégeno orgénico en los alimentos pertenece a las proteinas.

Se ha desarrollado diferentes métodos para determinar el contenido de proteinas
en los alimentos. Donde el principio basico de este método, incluyen la
determinacién de nitrégeno, de enlaces peptidicos, aminoacidos aromaticos,
capacidad de union de los tinte, absorbancia de las proteinas (UV) y de dispersion

de la luz. (S. Suzanne Nielsen: 2009)
6.8.5.- Fibras dietéticas

La fibra dietética es la parte comestible de las plantas o los hidratos de carbono
analogos que son residentes a la digestion o absorcion en el intestino delgado

humano, con un fermentacién parcial o completa en el intestino grueso.

La fibra dietética incluye a los polisacaridos, oligosacéridos, lignina y sustancias
vegetales asociadas. La fibra dietética tiene efectos fisioldgicos benéficos para la
salud, tales como la laxacién o la atenuacion del colesterol sanguineo o la

disminucién dela glucosa en la sangre.

En si la fibra dietética es la suma de los componentes no digestibles de un
producto alimenticio. La mayor parte de ella, casi toda es material de las paredes
celulares de los vegetales (celulosa, hemicelulosa y lignina) por lo consiguiente

estan compuestas de polisacéaridos.
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Puesto que solo son digestibles las moléculas de amilosa y amilopectina en el
almidon cosido, todos los demas polisacaridos son parte de las fibras cruda,

algunos insolubles y otros contribuyen a la fibra soluble.

La fibra insoluble es la celulosa, celulosa microcritalina afadida como un
ingrediente alimentario, la lignina, hemicelulosa inmovilizada en una matriz

lignocelulosica y el almidon resistente.

El consumo de la fibra dietética procedente de diversos alimentos ayuda a prevenir
diferentes enfermedades como cancer de colon, ayuda a normalizar los lipidos en

la sangre y a disminuir enfermedades cardiovasculares.

Componentes principales de las fibras dietéticas son:

Celulosa: polimero lineal formado por la unién B-D-glucopiranosilo (1). Algunas
moléculas pueden contener (10.000 o mas unidades glucosilos. El enlace de
hidrogeno entre polimeros paralelos forma microfibrillas fuertes. Las microfibrillas
de celulosa proporcionan la fuerza y la rigidez a la pared celulares primarios y
secundarios de las plantas.

Hemicelulosa: son un grupo heterogéneo de polisacaridos, siendo su Unica
similitud entre ellas su asociacion con la celulosa en las paredes celulares. las
unidades de D-xilosa, D-manosa y D-galactosa forman, con frecuencia, las
estructuras de sus cadenas principales; las unidades de L-arabinosa, D-galactosa y
de los &cidos uronicos, las cuales estan a menudo presentes como unidades
ramificacion o en cadenas laterales. La hemicelulosa pueden ser solubles o

insolubles en agua.

Lignina: es un polimero distinto de un hidrato de carbono, tridimensional, insoluble
en agua y un componente principal de las paredes celulares de los vegetales
superiores terrestres, la lignina puede estar unida covalentemente a la

hemicelulosa. (S. Suzanne Nielsen; 2009)
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Determinacion de fibra acida detergente

Este procedimiento nos permite rdpidamente determinar la lignocelulosa en los
alimentos, mas sin embargo también aparece una fraccion de Silice. Y como
también este método nos ayuda a tener una determinacion preliminar de la lignina.
(Van” Soest; 1967)

Determinacién de fibra neutra

En este método se hierve a reflujo con una solucidbn neutra una muestra de
alimento, secado a una temperatura inferior 55°C. Donde el residuo obtenido es
llamado pared celular, si es de un material vegetal y si no es de un material no

vegetal se le denomina fibra detergente neutra. (Van Soest, 1967)
6.8.6.- Lipidos

Los lipidos son un componente principal de los alimentos, los cuales son un grupo
de sustancias que en general son solubles en éter, cloroformo u otros disolventes
organicos, pero que son escasamente solubles en agua. Algunos lipidos como los
triglicéridos (triacilgliceroles), son muy hidrofobos. Otros lipidos, tales como los di y
monogliceridos, contienen en su molecula ambos constituyentes, hidrofobos e
hidrofilos, y son solubles en disolventes polares. Los acidos grasos de cadena corta
tales como los C1-C4 son totalmente miscible con el agua e insolubles en
disolventes polares, mas sin embargo, la definicion mas ampliamente aceptada es

la solubilidad.

Mientras que la mayor parte de las macromoléculas son clasificadas por sus
caracteristicas estructurales, la designacion de lipido se hace referencia por las

caracteristicas de solubilidad.

Los lipidos abarcan un amplio grupo de sustancias que presentan propiedad y
composicién en comun, los triglicéridos son grasas y aceites que representan una

de las categorias mas extensas del grupo de compuestos de los lipidos.
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6.8.6.1.- Clasificacion general:

Lipidos simples: son los éteres de los acidos grasos con los alcoholes ( grasas y
ceras)

Lipidos complejos: son los compuestos que contienen otros grupos funcionales,
ademas de éter de un acido graso con un alcohol (fosfolipidos, cerebrosidos,
esfingolipidos). (S. Suzanne Nielsen, 2009)

6.8.7.- Determinacién de ELN

El ELN representa a la fraccion de los carbohidratos solubles que se encuentran en
muchos alimentos, por ejemplo almidones, glucosa, fructosa, sacarosa etcétera,
pero no se determina por un método quimico de laboratorio, sino que se calcula.( J.
Manuel Martinez, 2010)

6.8.8- Fenoles

Los compuestos naturales fendlicos han jugado un papel muy importante en los
procesos de oxidacion lipidica y se les asocia con la actividad antioxidante,
ademas se les ha considerado en los ultimos afios como un efecto inhibitorio sobre
las muta génesis y carcinogénesis en los humanos cuando son parte esencia en la

dieta alimenticia diaria.

El término «compuestos fendlicos» se refiere a todas aquellas sustancias que
poseen varias funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno, unido a
estructuras aromaticas o alifaticas. Unicamente, algunos compuestos fendlicos de

la familia de los acidos fenoles no son polifenoles, sino monofenoles.

Los compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo vegetal. Son unos de los
principales metabolitos secundarios de las plantas y su presencia en el reino animal
se debe a la ingestion de éstas. Los fenoles son sintetizados de novo por las

plantas y son regulados genéticamente, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo,
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aunque a este nivel también existen factores ambientales. Ademas, actian como
fitoalexinas (las plantas heridas secretan fenoles para defenderse de posibles
ataques fungicos o bacterianos) y contribuyen a la pigmentacién de muchas partes
de la planta (p. ej. los antocianos son los responsables del color rojo, naranja, azul,
purpura o violeta que encontramos en las pieles de las frutas y hortalizas). Por otro
lado, cuando los fenoles son oxidados, dan lugar a las quinonas que dan un color

pardo que muchas veces es indeseable.

Los fenoles se encuentran casi en todos los alimentos de origen vegetal. Son
alimentos ricos en fenoles la cebolla, el té, el vino tinto, el cacao, el aceite de oliva
virgen, etc. Estas sustancias influyen en la calidad, aceptabilidad y estabilidad de
los alimentos, ya que actian como colorantes, antioxidantes considerada como la
actividad bioldgica responsable del efecto preventivo de algunas enfermedades de

origen cardiaco e inmunoldgico y proporcionan sabor.

6.8.1.- Clasificacion general

Los polifenoles se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad

estructural (fig.10). Segun su estructura quimica tenemos 2 grandes grupos:

CHy0H

¢ =

(

CHy
OH

COOH

CHy0 OCH;y

OH

Fig.10 Ejemplos de estructuras de compuestos fendlicos. (Gimeno Creus; 2004)

Unos del mecanismo de estos compuestos mas importante tienen la capacidad de

captar los radicales libres que puedan generar en las células del cuerpo humano.
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Donde los radicales actuaran sobre acidos grasos poliinsaturados, colesterol, ADN
y lipidos, donde los dos ultimos son mas susceptibles a la sustraccion de electrones
por parte del radical que lo requiere para alcanzar su estabilidad electroquimica y
donde los antioxidantes actuaran como una fuente de hidrogeno y protegera a los
compuestos anterior mente mencionado, dando pie a que el mismo se oxide. (Polo
Vidal y Col; 20016)

6.8.2.- Propiedades beneficiosas: papel en la prevencion de enfermedades

Los compuestos fendlicos que encontramos en los distintos alimentos constituyen
una fraccion muy compleja formada por un niamero muy grande de compuestos,
algunos todavia no identificados. La concentracién en polifenoles de cualquier
alimento también es muy variable, porque depende de muchos factores tales como
la variedad o el grado de maduracién del vegetal. También su biodisponibilidad es
muy variable: muchos de ellos son metabolizados por microorganismos del colon
antes de ser absorbidos. Ademas, los procesos tecnolégicos y los habitos culinarios

del consumidor pueden reducir en gran parte los fenoles del alimento.

Los compuestos fendlicos que encontramos en los distintos alimentos constituyen
una fraccion muy compleja formada por un nimero muy grande de compuestos,

algunos todavia no identificados

Los polifenoles tradicionalmente han sido considerados como antinutrientes por los
nutricionistas de animales, debido al efecto adverso de los taninos sobre la
digestibilidad de las proteinas que provoca un menor crecimiento del ganado y una
menor puesta de huevos por parte de las aves de corral. Sin embargo, actualmente
hay un interés creciente debido a su capacidad antioxidante, tanto como
captadores de radicales libres como quelantes de metales. Estas propiedades
antioxidantes son el motivo de sus posibles implicaciones en la salud humana,
como son la prevencion del cancer, de las enfermedades cardiovasculares o
incluso de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. Como hemos

comentado anteriormente, también existen sustancias con actividad estrogénica
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(fitoestrogenos) como las isoflavonas, los lignanos y el estilbeno resveratrol, y otras

con propiedades antimicrobianas.

6.8.3.- Caracteristicas quimicas generales

Lo mas destacable de los compuestos fendlicos son sus propiedades antioxidantes.
Por un lado, son muy susceptibles a ser oxidados y por otro, impiden que los
metales catalicen las reacciones de oxidacion. Asi, los grupos hidroxilo, al estar
unidos a un anillo bencénico, presentan la posibilidad de que el doblete del atomo
de oxigeno interaccione con los electrones del anillo, lo que les confiere unas
caracteristicas especiales respecto al resto de alcoholes. Por otro lado, pueden
actuar de quelantes (sobre todo los fenoles no flavonoides) y formar complejos con
metales di o trivalentes, especialmente con el hierro y el aluminio, lo que puede

tener también implicaciones nutricionales.

En cuanto a sus caracteristicas organolépticas, los taninos son conocidos por dar
sensacion de astringencia (p. €j., en el vino), ya que son capaces de unirse a la

proteinas lubrificantes de la saliva por puentes de hidrogeno. (Gimeno Creus; 2004)

6.8.4.- Métodos para determinar fenoles totales

El método mas utilizados para determinar fenoles torales es por el Folin- ciocalteu,
la cual se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agente
oxidantes, este reactivo contienen molibdato y tungstato sédico, que van a
reaccionar con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotungstico. La transferencia de electrones a pH basicos donde reducen los
complejos fosfomolibdico-fosfotlingstico en O6xidos, cromégenos de color azul
intenso, de tungsteno (W8023) y molibdeno (Mo8023), siendo proporcional este

color al nimero de grupos hidroxilo de la molécula.

El DPPH la cual se atribuye a la deslocalizacion del electron desapareado, esta
deslocalizacion también le otorga una coloracion violeta caracterizada por una

banda de absorcién, en solucién etanolica, ademas que el radical libre puede
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obtenerse directamente sin una preparacion previa. Cuando una solucion de DPPH
entra en contacto con una sustancia que puede donar un atomo de hidrogeno o con
otra especie radical (R*) se produce la forma reducida DPPH-H o DPPH-R con la
consecuente pérdida de color y por lo tanto de la absorbancia. El pardmetro IC50,
gue es la concentracion necesaria para la obtencién del 50 % de efecto, es
generalmente usado para la interpretacion de dicho método. (Polo Vidal y Col.
2016)

6.9.- Antioxidantes

Como se sabe las plantas de hojas comestibles son una fuente de bajas calorias,
bajas en grasa, altas en proteina por caloria, alta en fibra, alta en hierro y calcio y
muy buena fuente de fotoquimicos. Al igual que muchos vegetales contienen
antioxidantes que ayudan al organismo a desintoxicarse, lo cual las coloca entre los
alimentos que ayudan a reducir los riesgos de cancer. Sobre todo las de hojas

verde oscuro poseen grandes propiedades alimenticias. (Joe Reardon, nd)

En los ultimos afio la gran importancia de los antioxidantes en los alimentos en
frutas y verduras ha tenido gran relevancia no solo por la capacidad de preservar
las caracteristicas organolépticas de muchos alimentos y su valor nutrimental, sino
también porque al ser ingerido por el organismo ayuda a preservar en forma
considerable la salud, y asi reducir el riesgo de desarrollo de aquellas

enfermedades cronicas.

Un antioxidante se puede definir como cualquier molécula capaz de prevenir o
retardar la oxidacién (perdida de uno o mas electrones) de otras moléculas,
generalmente sustratos biolégicos como lipidos, proteinas o acidos nucleicos.

Los antioxidantes van actuar como una barrera en el organismo para evitar que los
radicales libres actien, causando envejecimiento y la oxidacion. (Hernan Speisky,
nd)

Un radical libre son moléculas "desequilibras”, que contenga a lo menos un

electron desapareado en su orbital mas externo y que sea capaz de existir de forma
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independiente, por lo que son muy reactivos. Estos radicales recorren el organismo
intentando captar un electron de las moléculas estables, con el fin de lograr su
estabilidad electroquimica y con potenciales reacciones en cadenas destructoras
de las células del cuerpo.

Un antioxidante va a retrasar el proceso de envejecimiento combatiendo la
degeneracion y muerte de las células que provocan los radicales libres. La
incapacidad del cuerpo humano para neutralizar a los radicales libres a los que esta
expuesto diariamente, obliga al hombre a recurrir a alimentos con las propiedades
antioxidantes con capacidad de neutralizarlos. (Gutiérrez Zavala y col, 2007)

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in
vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro de la capacidad
antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste en determinar la
actividad del antioxidante frente a sustancias cromogenas de naturaleza radical; la
pérdida de color ocurre de forma proporcional con la concentracion No obstante, las
determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos dan tan sélo

una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo.

La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de las
capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes; también depende del
microambiente en que se encuentra el compuesto. Los compuestos interactian
entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios. Por otra parte, es
necesario considerar que los ensayosin vivo pueden presentar algunos
inconvenientes, como la adaptabilidad en respuesta al aumento del estrés

oxidativo.

Alternativamente, diversos compuestos cromogenos (ABTS, DPPH, DMPD, DMPO
y FRAP) son utilizados para determinar la capacidad de los compuestos fendlicos
gue contienen los frutos y vegetales para captar los radicales libres generados,
operando asi en contra los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion, que

implican a especies reactivas de oxigeno
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Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH, ambos presentan una excelente

estabilidad en ciertas condiciones, aunque también muestran diferencias.

En el método de ABTS tiene que ser generado tras una reaccion que puede ser
guimica (dioxido de manganeso, persulfato potasio, ABAP), enzimética
(peroxidase, mioglobulina), o también eletroquimica. Con el ABTS se puede medir
la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el
DPPH solo puede disolverse en medio organico. El radical ABTS™ tiene, ademas,
la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y
815 nm en medio alcohdlico, mientras que el DPPH presenta un pico de
absorbancia a 515 nm.(E. Marta KUSKOSKI y col, 2005)

El DPPH la cual se atribuye a la deslocalizacién del electrén desapareado, esta
deslocalizacién también le otorga una coloracion violeta caracterizada por una
banda de absorcidén, en solucion etanolica, ademas que el radical libre puede
obtenerse directamente sin una preparacion previa. Cuando una solucion de DPPH
entra en contacto con una sustancia que puede donar un &tomo de hidrogeno o con
otra especie radical (R*) se produce la forma reducida DPPH-H o DPPH-R con la
consecuente pérdida de color y por lo tanto de la absorbancia. El parametro 1C50,
gue es la concentracion necesaria para la obtencién del 50 % de efecto, es
generalmente usados para la interpretacion de dicho método.(Polo Vidal y col,
2016)

La capacidad antioxidante de un alimento depende de la naturaleza vy
concentracion de los antioxidantes naturales presentes en él. El contenido de los
principales antioxidantes en los alimentos varia de un alimento a otro, dentro del

mismo grupo como el de frutas y vegetales.

Los frutos y vegetales que presenta mayor capacidad de antioxidantes seran a
aquellos con presencia de carotenoide y fenoles, que son fitoquimicos presentes en
los alimentos con un marcado poder reductor, que tienen el poder de combatir los
radicales libres causantes del envejecimiento y de algunas enfermedades.

(Gutiérrez Zavala y col, 2007)
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7.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1.- Caracterizacion de la materia prima

7.1.1.- Obtencion de la materia prima

La recoleccion de muestra fue en viviendas de San Pedro Buenavista en los
meses de septiembre y noviembre del 2015, en donde el cultivo es de traspatio
donde se realizd una valoracion de la calidad de la planta de 2 mts, para la

obtencion de la muestra requerida.

Cortando la mitad del tallo, para conservar la parte de la raiz en el suelo, para que

rebrote a los quince dias.

Luego se realizé una clasificacion de la materia a estudiar, donde se separé las
hojas del tallo, recolectando asi hojas pequefias y grandes, con peciolo y algunas

flores, obteniendo aproximadamente un kilo y medio de materia fresca.

Continuando con un secado a sombra donde fue removida continuamente para
tener una deshidratacion homogénea a una temperatura ambiente, evitando que el
sol le diera directamente a nuestra muestra durante 2 semanas. El resultado del

proceso de secado se puede observar en la figura 11.

Fig.11 Resultado del proceso de secado de la planta del chipilin durante dos

semanas.
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(@)

Una vez teniendo un secado parcial, fue trasportada de Chiapas a Saltillo con una
durabilidad de viaje de 1 semana por via terrestre, para luego proseguir con un

andlisis fisico-quimico en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

Una vez que la materia prima llego al centro de estudio se realizdé una seleccion de
las hojas con peciolo y algunas flores, para evitar que llevaran materias extrafias

como palos, tallos, piedras, tierra entre otra. (Fig.12).

(b)

Fig.12 Resultado de la seleccion de hojas-peciolos-flores (a) y de materias extrafias

en la muestra (b).

Teniendo la muestra ya clasificada se realiz6 una molienda utilizando un molino
Torrey obtenido un peso de 472 g, estas particulas fueron almacenadas a
temperatura ambiente en dos frascos, previamente etiquetados, hasta ser el

proceso de analisis.
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7.2.- Caracterizacion de la planta mediante analisis bromatoldgico (fisico-

guimica)

El analisis bromatologico atreves de la metodologia de la AOAC 1990, se llevo a
cabo durante dos semanas, para cumplir con los objetivos propuestos dicha
investigacion y a si satisfacer con las necesidades de métodos analiticos de las

agencias gubernamentales de reglamentacién e investigacion.

7.2.1.- Determinacion de materia seca total (método indirecto por secado en

estufa)

Para la determinacién de materia seca total, se toma 3 crisoles de porcelanas de la
estufa (Fig. 13).

Fig.13 Obtencion de los crisoles de la estufa.

Dejando a enfriar por 20 minutos en un desecador, previamente se identificd el

numero que corresponde a cada crisol.
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Transcurrido el tiempo pesar cada crisol en una balanza analitica y registrar su
peso. Pesar 2 gramos de muestra seca y colocar en los crisoles previamente
pesados, ponerlos en una estufa (Fig.14) a una temperatura de 100-105°c por 24

horas.

Fig. 14 Resultado de la seleccién de hojas-peciolos-flores (a) y de materias extrafias

en la muestra (b).

Transcurrido el tiempo se continda con un enfriamiento de las muestras + crisol en un
desecador por 20 minutos, para obtener un registrar de su peso con una balanza analitica,

concluyendo con el siguiente calculo atreves de esta formula.

Ec.1
%MST=peso crisol con muestra seca-peso de crisol solo

g de muestra X 100

7.2.2.- Determinacion de humedad

La determinacion de la humedad se calcul6 atreves de la siguiente formula:

Ec. 2
%H=100-%MST
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7.2.3.- Determinacion de ceniza por via seco

Ya obtenido el peso constante de la determinacibn de materia seca total se
prosigue a quemar la muestra en una parrilla (Fig.15) hasta que dejara de salir
humo, como se observa en la figura 8.Transcurrido el tiempo se colocaron los
crisoles en una mufla a una temperatura de 588 °C por 24 horas, una vez concluido
el tiempo se dejo enfriar por 50 minutos, luego se peso y se célculos el % de

ceniza.

Fig.15 Proceso de qguemado de muestra.

Ec. 3

%Ceniza seca =peso crisol con ceniza -peso de crisol solo
g de muestra X100

7.2.4.- Determinacion ae azucares totales de la Crotalaria longirostrata por
métodos de la AOAC, 1990. (fenol-sulfurico)

Preparaciéon de nuestra curva estandar

Para este método se realiz6 los célculos correspondientes de fenoles 5 % y
sacarosa a 500 pm. Donde se prepararon 6 tubos (Fig.16) con diferentes

concentraciones.

Fig.16 Preparacion de 6 tubos, para curva estandar.
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Donde de las concentraciones preparadas se toma 250 uL por triplicado y se le
agrega los siguientes reactivos, 250 uL de fenol, se agita por 5 min en un vortex,
para luego afiadirle cuidadosamente 1000 uL de A&cido sulfdrico (H2SO),
sometiendo a los tubos a ebullicion por 5 minutos, pasado el tiempo se deja a
enfriar a temperatura ambiente por 5 minutos; para finalizar con una lectura en el
espectrofotometro a una absorbancia de 480 nm y registrando las lecturas
obtenidas.

Preparacion de la extraccion acuosa de la muestray lectura

Se pes6é un 1 g de muestra en 10 ml de agua por 3 minutos a 70 °C, de la
extraccion se tomo 1 ml de sol de los 10 ml preparado para diluir. De la muestra
preparada se tomd 250 micro litros, luego se le afiade 250 micro litros de fenol,
para luego agitarlo en un vortex y colocarlo a bafio maria en hielo durante un
periodo de 5 min.

Transcurrido el tiempo se le agrego 1000 micro litros de acido sulftrico (H2S0O32)
cuidadosamente para no quemar la muestra.

Agitar cuidadosamente y dejar ebullir por 5 min a bafio maria, transcurrido este
tiempo dejar enfriar por 5 min mas, para luego tomar lectura de la muestra en un

espectrofotometro a 480nm.
7.2.5.- Determinacién de proteinas solubles

Para este método se pesd 1 g de muestra por triplicado, envueltas en papel filtro,
colocandolas en un matraz de bola cuello largo con perlas de vidrio, se le agrego
una cucharada de Rex y 30 ml &cido sulftrico concentrado 0.225 N, para luego ser

instalado en un digestor Microkjendah (Fig. 17).

e el & e

Fig.17 Aparato de digestor kjendahal para determinar proteina
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Hasta que la reaccion de compuesto pase de una coloracidon obscura a verde

cristalino.

Trascurrido el tiempo de cambio de coloracion sele agrego agua ionizada bajo
chorro de agua fria, como también 50 ml de H3B03 al 4 % mas 5 gotas de indicador
mixto y NaOH al 45% a cada matraz.

Una vez teniendo el paso anterior se instaldé en un destilador Kjeldhal hasta tener
una coloracion azul y para luego hacer una recuperacion de 250 ml de la muestra
y final mente titular (Fig. 18) con H2SO4 N 0.10526315.

Fig.18 Titulacion con H2SO4 de la muestra recuperada.

Ec. 4

%N = (ml gastados-0.5) X (0.014)( N de H2504)
g de muestra X 100

Conversién de proteina
Ec. 5
Proteina cruda= %N x 6.25

Nota: el método se realiz6 por duplicado
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7.2.6.- Determinacion de fibra cruda

Para este método se pesé 2 g de muestra sin grasa, colocandola en vaso
Berzelius luego se le agrego 100 ml de solucién de &cido sulfarico 0.225 N, ya
teniendo este pase se prosigue a conectar al aparato de reflujo labconco (Fig.19)
por 30 min contados a partir del momento en que se empieza a hervir, trascurrido
el tiempo se continuo con un se secado y filtrado a través de la tela de lino
previamente montada en embudo pequeiio, se lavo con 3 porciones de 100 ml de
agua destilada caliente , se verifica con una prueba de papel tornasol si hay
presencia de acido, para continuar con una segunda digestion ahora con hidréxido
de sodio 0.313 N (NaOH) de igual forma se seco, filtro con una tela de lino y con 3

porciones de agua destilada se lava hasta quitar el exceso de acido sobrante.

Se retira la tela de lino del embudo, se extendio y recupera la fibra obtenida con
una espatula suavemente y se depositando en un crisol de porcelana, previamente

identificado.

Para luego colocarlo en un peso constante en una estufa a 100-103 °C por 12 h.
transcurrido el tiempo, se deja enfriar en un desecador para luego ser pesado.

Continuando con una pre-incineracion a la muestra en una parrilla hasta dejar de
salir humo, para ser colocados en una mufla a 550-600 °C por 2-3 horas. Con el
tiempo transcurrido el tiempo se retira, enfria y se pesa, para luego hacer los

calculos correspondientes.

Nota: la prueba se realizé por triplicado

Ec.5 %FC =peso crisol con fibra seca -peso de crisol fibra ceniza
g de muestra X 100
[ |
el
-

“_
B

Fig.19 Aparato dereflujo labconco para determinar fibra vegetal.



7.2.6.1.- Método de detergente neutro o pared celular (Va'n Soet, 1967)

Preparacion del reactivo detergente neutro

Se peso y preparo previamente lo siguiente solutos-solventes que es el detergente
neutro. EDTA 74.44g, borato de sodio 27.24 g, dodecil sulfato de sodio 120 g,
fosfato acido de sodio 18.24 g y 40 ml de etilenglicol monoetileter, para 4 litros,
donde 2 litros fue de agua caliente y 1 % agua fria disolver hasta que no haya

presencia de grumos en la jara y luego se aforo a un litro.
Preparacion de la muestra

En esta parte se pes6 1 gramo de muestra por triplicado, se colocé en diferentes
vasos bercelius de 600 ml, agregandole 100 ml de solucién detergente neutra
previamente preparada a temperatura ambiente, para luego ser montado a un
reflujo Labconco, a una temperatura media, en el momento que empez6 a hervir se

tomd un tiempo de 60 minutos para luego ser retirado.

Por separado se pesé los crisoles capa porosa de vidrio que estan a peso
constante en la estufa, transcurrido el tiempo de ebullicion se filtré a vacio a travées
del crisol de vidrio capa porosa, se lavd con agua caliente, por un momento se
retir6 del equipo de vacio para ser agregado 1 ml de acetona desprendiendo la
capa de fibra con el agitador, dejandolo reaccionar por 1 minuto transcurrido este
tiempo se le volvié a aplicar nuevamente al vacio (Fig.20), esto se repitié hasta
quitar excesos sobrantes de alguna solucién, para continuar con un lavado de agua
destilada y se dej6 en un desecador a 100-103°C por 24 hr. Ya transcurrido el

tiempo se enfrio y se peso, para luego hacer los calculos correspondientes.

Ec. 6 %FDN = (p crisol + fibra) - peso de crisol solo
g de muestra X 100

(9) (h)

Fig. 20.- Proceso de aplicacion de vacio en la muestra (g) y (h).



7.2.6.2- Determinacion de fibra cruda por el método de acido

Para este método se pes6 1 gramo de muestra por triplicado, se colocé en
diferentes vasos bercelius de 600 ml, agregandole 100 ml de solucién acido
detergente a temperatura ambiente, mas 2 ml de decahidronaftaleno, luego se
monto en el aparato de reflujo Labconco, a una temperatura media, en el momento

gue empezo a hervir se tomo6 60 minutos de tiempo y se retiro.

Por separado se peso los crisoles capa porosa de vidrio que estan a peso
constante en la estufa, transcurrido el tiempo de ebullicion se filtré a vacio a través
del crisol de vidrio capa porosa, se lavé con agua caliente, por un momento se
retir6 del equipo de vacio para ser agregado 1 ml de acetona desprendiendo la
capa de fibra con el agitador, dejandolo reaccionar por 1 minuto transcurrido este
tiempo se le volvido a aplicar nuevamente al vacio, esto se repiti6 hasta quitar
excesos sobrantes de alguna solucién, para continuar con un lavado de agua
destilada y se dej6 en un desecador a 100-103°C por 24 hr. Ya transcurrido el

tiempo se enfrio y se peso, para luego hacer los calculos correspondientes

Ec.7

%FDA = (p crisol + fibra) - peso de crisol solo
g de muestra X 100

7.2.6.3.- Determinacion de Hemicelulosa

Para el método de hemicelulosa nada més se saca la diferencia en % entre FDA 'y
FDN.
Ec. 8
% Hemicelulosa = %FDN-%FDA
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7.2.6.4.- Determinacion de celulosa FDA

Ya teniendo la muestra en los crisoles de cristal de FDA, se prepar6 una solucion
de 100 ml de permanganato de potasio (KMnO4) y mas 50 ml de buffer de lignina,
de esta solucion se toma una cantidad hasta cubrir la muestra, dejando reposar
por un periodo de una 1 hr (Fig.21).

Transcurrido el tiempo se coloc6 en una maquina de vacio para quitar el exceso de
la solucidén violeta preparada, como también se le agrega agua desminiceralizadora
por 30 min para quitar los excesos restantes y con esa misma solucion se filtrd
hasta tener una recuperacion de solucién sin ningun tipo de coloracion, para
corroborar también se filtr6 a la muestra con etanol para quitar excesos sobrantes

de cualquier solucién utilizada anteriormente.

Luego colocar las muestras ya filtradas a una estufa 100-120 ° C por 24 hr,
transcurrido el tiempo registrar el peso perdido, luego se colocé en una mufla de
500 °C por 24 hr. Y se tomo registro de su peso perdido, para finalizar se realiza
los célculos correspondientes.

Ec. 9

% Celulosa FDA = (crisol+ residuo de fibra KMnO4(estufa)) — (crisol+ceniza(mufla))
g de muestra X100

Fig. 21 Muestra con el reactivo preparado (violeta).

7.2.6.5.- Determinacién lignina

Para este método se prosiguié sacandolo los célculos con la siguiente formula:

Ec. 10

% lignina =((FDA)-( crisol+ceniza(mufla)) — ((crisol + fibora KMnO4)-( crisol+ceniza(mufla))
g de muestra X100
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7.2.7.- Cuantificacion de lipidos (Método de Soxhlet)

Para esté método se peso 4 g de muestra seca por triplicado, la cual se envolvieron
en papel filtro previamente cortados, para luego depositarlos en dedal de celulosa,
el cual se colocan en el interior de un sifén de un aparato de extraccion de Soxleth
(Fig.22)

Luego se saco tres matraces redondos planos, bocas esmerilada de la estufa que
este a peso constante, se dejo enfria por 3 minutos transcurrido este tiempo se
pesod y se le agrego éter de petroleo hasta la mitad , luego se acoplo al refrigerante
del depdsito Soxleth, Una vez recuperado el solvente, los matraces se colocaron un
una estufa por 24 horas, transcurrido el tiempo se dejo enfriar por 20 minutos para
culminar con un registro de pesos de los matraces y realizar los calculos

correspondientes.

Ec. 11
% Extracto etéreo =m2-ml

m X100

Fig.22 Aparato de extraccion de Soxleth.

7.2.8.- Cuantificacion de ELN (Extracto libre de nitr6geno)
Es la suma de los resultados en porcentajes de: ceniza, proteina, lipidos vy fibra y

se calculé con la siguiente formula:

Ec. 12
%ELN = 100- (%C + % PC + % EE + FC)
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7.2.9.- Obtencion de los extractos a base de acetona y etanol para cuantificar

el contenido polifenolico y antioxidantes.

En este método se utilizd6 100 ml de acetona y etanol, la cual fue invertida en una
columna de vidrio con 10 gr de silica gel y 1 gr de muestra (Fig.23). Donde la
recuperacion del extracto fue con quita zato en dos porciones de 50 ml por cada
solucion, para luego ser almacenada en frascos envueltos en papel aluminio a

temperatura ambiente (Fig.24)

Fig.23 Proceso de extraccion de los extractos con los diferentes solventes.

Fig.24 Extractos ya listos en frascos y cubiertos para almacenarlos para evitar la

exposiciéon alaluz.

7.2.9.1.- Cuantificacion de polifenoles totales del extracto de la CL.

Procedimiento para preparacién de la muestra.
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Son los extracto previamente extraidos con acetona y etanol donde se tomé 10 ml
de cada una, dejandolo reposar durante toda la noche, evitando la exposicion de la
luz (forrar en papel aluminio).

Procedimiento para la obtencién de lectura de la muestra.

Ya transcurrido el tiempo de reposo, se aislé el sobrenadante para su analisis de
fenoles, de ese liquido aislado se tomd 800 microlitros, luego se coloco en un tubo
de ensaye (16X50) y se le adiciono 800 microlitros del reactivo Folin Ciocalteu (se
diluyo 1ml del reactivo en 9 ml de agua ionizada), se agito y se dejoé reposar por 5
min.

Pasado este tiempo de reposo se le agrego 800 microlitros de carbonato de sodio

0.01 M, de igual forma se homogenizo y reposar por 5 min.

Ec. 13
Célculos: Na2C03=105.99 - 100ml - 1M - 0.01 M

1,0599 — 1000m|
X 100ml
X=0.10599 g -100 ml por 2 litros = 0.21198 — 200 ml

Ya transcurrido el tiempo se le adiciono 2.5 ml de agua destilada y se tomd una
lectura en es espectrofotbmetro a 725 nm y se registré lo obtenido, la lectura

obtenida se realiz6 por triplicado.

Nota: este procedimiento se realizé por duplicado y no hay factor de dilucién.

elaboracion de la curva patron estandar fenoles totales.

Para la elaboracion de la curva, se utilizd una solucion de &cido galico a una
concentracion de 500 pm en 5 tubos de ensaye. Para preparar una solucién madre

o estandar de acido galico se tomo la siguiente ecuacion:
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Sol. Madre de &cido galico:

0.025 g de &cido galico-50 ml de agua destilada

1.6 -

1.4 -

y = 0.0038x + 0.0826

R?=0.9871
0.8
0.6
0.4
0.2
O T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Fig.25 Curva patron de acido géalico 500 ppm (Makkar1993)

7.2.9.2.-Actividad antioxidante por el método DPPH

Preparacién de nuestro radical y la muestra.

Se prepar6 1.2 mg de 2,2-Definil-1-picril-hidracil (DPPH) a una aforacion de 50 uL
de etanol y se cubrié contra luz. El radical posee una coloracibn morada, cuando
entra en contacto con H+, el cambio de coloracion es la que nos permite cuantificar

el poder antioxidante de la sustancia colocada como muestra.

Lectura de nuestros extractos de nuestras muestra con hexano, acetona y

etanol.
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Para la lectura se utilizé una microplacala cual se le agrego a cada cubeta 7 uL de
muestra y de 193 ml de sol. DPPH, dejandola reaccionar por 30 minutos a
temperatura ambiente, sin que le diera la luz, esta prueba se realizé por triplicado
cubeta F, G, H y se utilizo los dos tantos de extractos obtenidos de la muestra de

50 en 50 ml.( 1,2 exano, 3,4 acetona, 5,6 etanol. 7 blanco y 8 control)

Como blanco de lectura se utilizé solo metanol y como absorbancia de control la de

la solucion DPPH + metanol.

Para finalizar se realizdé una lectura a 517 nm en un espectro DPPH del software

Gen 5 y registrar los datos obtenidos.

Para expresarlo en % de inhibicién se utilizo la siguiente formula

Ec.14

% inhibicién = [ 1-(abs.muestra/abs.control)]

7.2.9.3.-Actividad antioxidante por el método ABTS

Preparacién de una solucién ABTS

Para esta técnica se preparé previamente una solucion de ABTS a 7 mm y se
mezclé con una solucion de K2S208 hasta que este Uultimo tenga una
concentracion de 2.45 mm. Ambas soluciones son en agua, dejar reposar en
obscuridad por 12 h a temperatura ambiente. El radical 2,2- azino bis (3-
etilbenzotiazolin-6- sulfatano) (ABTS) posee una coloracion azul, cuando entra con

un H+ con el cual complementa su estructura pierde su coloracion. El cambio de
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coloracion es lo que permite cuantificar el poder antioxidante de la sustancia

colocada como muestra.

Para muestras alimentos y fenoles diluir con etanol hasta tener una absorbancia de

0.7+.0.2 al llegar a esta absorbancia se utiliza como radical ABTS.

Preparacion de la muestra

Se prepar6 en cada cubeta 1ml de solucion etanolica ABTS méas 10 ml de muestra
extraidas con las siguientes soluciones (Hexano, Etanol y Acetona) por triplicado.

Dejandolas reaccionar por 1 minuto a obscuridad para luego tomar las lecturas en

un espectrofotometro a una absorbancia de 734 nm.
Para nuestro blanco se utilizé etanol y nuestro control ABTS + Etanol.

Para para su expresion fue en % de reduccion

Ec. 15
% de reduccion de ABTS = (Ac- Am)
Ac X 100

Dénde:
Ac = es la absorbancia control (ABTS-etanol)
Am= es la absorbancia de la muestra
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Andlisis bromatoldgico (fisico-quimica) de la materia prima

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de Materia solida total,
Humedad, Cenizas, Azucares, Proteina y Nitrégeno, obtenidos del analisis
bromatolégico de la Crotalaria longirostrata por el método de AOAC (1990).

Donde los resultados obtenidos en el perfil bromatologico difieren en comparacion
de los resultados obtenidos en otras investigaciones, y esta diferencia de acuerdo
con la literatura se bene principalmente a que la materia utilizada y analizada

corresponde a diferentes zonas geogréficas.

Tabla.9.- Valor nutrimental de la CL obtenido con el método AOAC (1990). Valores en

base humeda.

MST (%) | Humedad (%) | Ceniza (%) Azucares | Proteina (%) | Nitrogeno (%)
totales %

82.43 17.57 7.41 2.37 40.96 6.55

Los resultados obtenidos en la tabla 9 muestran el contenido de MTS fue de
82.43% y su contenido de humedad fue 17.57%, resultado que comparado con los
obtenidos por Chavez Quifiones y col.,, (2010) fueron mayores hasta un 50%

comparado con el de ellos (8.86%).

Mientras que para el caso de cenizas, lo reportado por Arias y col.,, (2003)
demuestran un valor mayor hasta un 1.09% en comparacién con lo obtenido en la
presente investigacion (7.41%), esta diferencia depende principalmente de algunos

otros componentes que estan presente en los minerales.

Este mismo comportamiento se observa en el contenido de azucares totales de la
muestra analizada que presenta un valor de 2.37%; que es mucho menor al
obtenido por Alegria-Salmerén y Col., (2006) que fue de 9.1%; esta diferencia

puede deberse a la naturaleza de la planta analizada, época de recoleccién de la
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muestra, tipo de analisis o ensayo utilizado, ademas que de acuerdo con la
literatura la zona geografica de la planta juega un papel importante en estas

diferencias del contenido bromatolégico.

Por otra parte, el contendido de nitrégeno fue de 6.55%, el cual ayudaré a saber el
contenido proteico que se presenta en un alimento. Por lo tanto, el resultado de
proteina fue de 40.96%, que en comparacion con los resultados obtenidos por Arias
y col., (2003) demuestran solo un 36.3% de proteina; siendo la materia prima
analizada en esta investigacion mayor hasta un cual resulta un contenido proteico

mayor de 3.7 % arriba.

Valores nutrimental del chipilin en porcentaje
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MST (%) Humedad(%) Ceniza (%) Azucares totales Proteina (%)  Nitrégeno(%)
(%)

Fig.26 Valor nutrimental de la CL obtenido con el método AOAC (1990). Valores en
base humeda.

En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos de Fibra cruda, Fibra
detergente neutra, Fibra detergente acida, Hemicelulosa, Celulosa, Lignina,
Lipidos, Extracto libre de nitrégeno obtenidos del andlisis bromatolégico de
Crotalaria longirostrata por el método de AOAC (1990).
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Tabla.10.- Valor nutrimental de la CL obtenido con el método AOAC (1990). Valores
en base humeda del chipilin por (lagunay col. 2016) y (Arias y col 2003)

Fracciones | FC FDN FDA Hemicelulosa | Celulosa | Lignina | Lipidos | ELN

de fibra @) | (%) | (%) (%) (%)
(%) (%) (%)

Lagunay 8.93 | 23.91 | 10.94 | 12.97 5.35 5.69 3.09 39.46
col. 2016

Ariasycol. | 3.1 |284 | 155 12.8 13.1

2003

Los resultados de FDA, FDN y Celulosa, se muestran en la tabla 10, siendo estos
menores a los obtenidos por Arias y Col., (2003), en comparacion con fibra cruda
gue los resultados obtenidos son mayor a los de Arias y Col., (2003), como se
puede observar en la tabla anterior. En cambio la hemicelulosa presenta una
diferencia no muy significativa de 0.17% en comparacion con los resultados

obtenidos en este trabajo,

Por otra parte el resultado de la lignina fue 5.69%, este es el principal componente
de la pared celular de los vegetales ya que se encuentra unida covalentemente a la
hemicelulosa y de ahi la resistencia que posee; no existen investigaciones que
actualmente reporten su contenido en otras plantas de esta naturaleza y de

diferentes zonas geograficas.

El dnico reporte cientificamente conocido es el trabajo de Arias y col., (2003) del
cual hemos estado hablando a lo largo de este trabajo, tal es el caso del contenido
de lipidos donde Arias y col., reportan un menor valor de estos en comparacion con

el contenido de lipidos de este trabajo (3.09%).

Ademas de estos resultados el ELN fue de 39.46%, que es la suma de ceniza,
proteina, lipidos y fibras al final del estudio y que representan la cantidad de

carbohidratos que contiene esta planta.
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Valor nutrimental del chipilin en porcentaje
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fig.27 Valor nutrimental en base hiumeda del chipilin por los (Arias y col 2003)

8.2.- Cuantificacion del contenido polifenolico del extracto de la Crotalaria

longirostrata (etanol y acetona)

Los resultados de la concentracion de polifenoles se presentan en miligramos
equivalentes de Acido gélico por gramo de muestra seca (mg Ac. Gal/lg muestra
seca) en la tabla 11, donde la mayor cantidad de compuestos polifenolicos
obtenidos en los extractos de Chipilin fueron los que se obtuvieron con etanol
(91.66 mg Ac. Gal/lg muestra seca) en comparaciéon con los de acetona (81.22 mg
Ac. Gal/g muestra seca).

Tabla 11.- Concentracion de compuestos polifendlicos de extractos de chipilin (mg

Ac. Gal/g muestra seca).

Solvente Chipilin(Crotalaria Longirostrata)
ETANOL 91.66+1.30
ACETONA 81.22+3.15
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En comparaciéon con los resultados obtenidos por Sanchez y col., (2009) los
solventes que ellos evaluaron fueron metanol-agua donde tuvieron una mayor
concentracion polifenolica en muestra fresca, a la utilizada en este trabajo donde se
utiliz6 unicamente etanol sobre la muestra seca. Esta diferencia se debe a la
capacidad de los solvente de separar los compuestos presentes en el chipilin
debido principalmente a la polaridad y por lo tanto a la capacidad de separarlos de

la planta.

De los valores de concentracion de compuestos polifendlicos de las
plantas del chipilin.
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Fig.28 Concentracion de compuestos polifendlicos de extractos de Chipilin (mg Ac.

Gal/g muestra seca).

8.3.- Actividad antioxidante por método DPPH

En esta prueba la coloracion obtenida nos dio un tono rosa lo cual indica la
presencia de antioxidante en la muestra analizada, por lo que se puede constatar
gue los resultados obtenidos muestra un porcentaje de inhibicibn en los tres

solventes.

Los resultados obtenidos del % de Inhibicibn se presentan en el extracto de
acetona (25.3%) y el menor fue en el etanol (23.6%) de los extractos de chipilin,

este comportamiento indica que la concentracion de polifenoles es inversamente
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proporcional al % de inhibicién, debido a que esta actividad antioxidante no es dada
Unicamente por polifenoles sino por algunos otros componente de diferente
naturaleza que en conjunto pueden proporcionar esta actividad como se muestra

en la siguiente tabla.

Tabla 12. Porciento de inhibicion de DPPH, con cada extracto.

Solvente Actividad antioxidante
Hexano 24.5 +_1.94
Acetona 25.3-_# 1.33
Etanol 23.6 +1.42

En comparacion con los resultados obtenidos por Sanchez y col., (2009) los
resultados que ellos obtuvieron fueron mayores a los obtenidos en este trabajo,
este comportamiento puede deberse a la naturaleza de la muestra, zona geografica
de obtencién o al ensayo utilizado para el analisis.

Porciento de inhibicion antioxidante de los extractos del chipilin
25.5

25

24.5

24

23.5

23

22.5

Hexano Acetona Etanol

Fig.29 Porcentajes de inhibicion de actividad de antioxidante, con cada

extracto del chipilin por el método DPPH.



8.4.- Actividad antioxidante por el método ABTS

En esta prueba el cambio de color azul muy intenso a uno mas bajo, permite
cuantificar el poder antioxidante de nuestra muestra sobre el radical libre del ABTS.
Ya que el ABTS tiene una coloracion azul intenso, en el momento que encuentra un
H+ para completar su estructura pierde su intensidad de coloracion presentando

una actividad antioxidante.

Los resultados del % de actividad antioxidante fue mayor en los extractos de
acetona (10.53%) que los obtenidos con etanol (9.43%), siendo este
comportamiento similar al obtenido en el ensayo de DPPH. Como se muestra en la

siguiente tabla.

Tabla 13. Porciento de inhibicion de ABTS, con cada extracto.

Solvente Actividad Antioxidante
Hexano 1.95 10.55

Acetona 10.53 +0.11

Etanol 9.43 10.99

Estos resultados también pueden observarse de manera esquematica y mas clara

en la siguiente figura.

Porciento de inhibicion de antioxidante de los extractos
de chipilin.

12
10

o N B OO 0

Hexano Acetona Etanol

Fig.30 Porcentajes de inhibicion de actividad de antioxidante, con cada extracto por
el método ABTS
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Como se pudo observar en la tabla 12 y 13 el porcentaje mayor de inhibicidon
fueron del solvente de la acetona, por tal motivo los resultados de confiabilidad
fueron de un 100% en los dos métodos. Dichos extractos a pesar de no contener la
mayor concentracion de polifenoles, si tienen una actividad antioxidante que nos
ayuda a inhibir o retardar oxidacion de otras moléculas inhibiendo la iniciacién y/o
propagacion de las reacciones en cadenas de los radicales libres que podrian

afectar nuestra salud.

9.- CONCLUSION

Los resultados obtenidos en la investigacion muestran una diferencia en correlacion
con otras investigaciones, ya que los nutrientes que absorben las plantas juegan un

papel muy importante en su andlisis fisico-quimico en fresco y seco.

Como también la capacidad de antioxidante presente en un alimento va a depender
de su naturaleza y la concentracion de los antioxidantes que se encuentren en él,

ademas su contenido que va a variar de un alimento a otro.

Esta diferencia, se pueden a tribuir al espacio geogréfico donde se obtuvo la
muestra de chipilin, la forma en que se analiz6, ademas de los factores climaticos
pueden ser un factor clave en la influencia en la absorcion de los nutrientes
esenciales que necesita la planta, como también la disponibilidad y la calidad agua

gue haya en la zona, la composicién del suelo donde esta crezca y su tamafio.

Como pudimos ver el chipilin cuenta con un valor nutrimental en porcentaje
similares a otras plantas comestibles llamadas quelites o de algunas horatalizas
populares , que son parte esencial de la dieta humana. Ademas de su capacidad de
antioxidante que le da un valor a gregado para contribuir a proteger al organismos
de esos radicales libres, que son causantes del envegecimiento y de algunas

enfermedades patogenas.
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Por lo que podemos de sir que nuestra planta de chipilin poseen moléculas
inactivas con actividad antioxidante y compuestos poli fenolicos que pueden ser

utilizados en la aplicacion alimentaria.

10.- PERSPECTIVA

Contribuir a que se conozca mas a cerca de la composicién fisico-quimica y poder

antioxidante de esta planta silvestre ya que es poco conocida.

A futuro haya mas iniciativa de investigacion de interés alimentario sobre el chipilin
(Crotalaria longirostrata) no solo del estado de Chiapas zona frailesca sino de los
demas estados o0 regiones donde se encuentre esta planta y asi hacer mas

extensa esta investigacion.

Dar usos en la industria de los alimentos mediante la aplicacion del conocimiento
de sus propiedades biolégicas como fuente de antioxidantes para el desarrollo de
nuevos productos que permitan darle un valor agregado al chipilin y una
explotaciobn mas alld de un acompafamiento, que es en lo que actualmente de

utiliza.
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