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[.- INTRODUCCION

vez mayor del nﬂmerq'de‘pefsqnas 7probJemasTgnajg$,defali

mentacidn.

Deb1do a 1a contfnua neces1dad de abastecer de -
alimentos 2 la pob]ac16n mundlal. es necesario, uscar nuevas
fuentes. de alimentos que.‘'sean at11es para el consumo humano

0 animal, cons1derandoseva los vegeta]es pomo.un‘pos1b1e re-

- 1.



curso de protefnas de bajo costo para satisfacer las necesi-

dades de protefna-en el futuro.

-

A pesar de] gran ndmero y var1edad de espec1es -

que existen; entel re1no vegetal, no. todas pUeden ser aprove-

chadas para 1a a11mentac16n humana o: an1ma1.xesto se debe --

senc1a de com

tanto a prob]emas‘de digestib111dad como 1 a

eJemplo. En IegumAhosﬁs>exi te

tales:como: 'iT,frébanos,

alqunas p]antas def as cruciferas :

nabos, etec, .

Basandose en’estas observac1ones e decididesty

neros; gos1p1um;
gosipol, el cuajtjm
mos aﬁos,:debido 

serdn discutidos.

tuar como. antife



el cual se hace necesario determinar si es que lo contiehen
otras especies de ]a fam111a de 1as ma]vdceas que producen

Tos mismos efectos. q_,*"'k""

Las malV&c§55’§;-uné familia de p]éntaé abundai
tes y variadas en~1asbzon55'tr6p1cales de nuestfo péfﬁ,t
cual abarca varios géneros' Abelmoschus, Abuti]on, Althanea,
Anoda, Cienfuedosfa, Gossipium, H1b1svus,»Ma1va. Malvastrum,‘
Malvaviscus, Pavonia, Sida, Sida1cea, Thegpepsiﬁ,.Upeng,yJ;-

Wisadula,

El cdliz c »
estambres numerososo unidos‘en el tubo, su fruto es capsu-»
lar o bien esta divid1do en. forma parc1a] a 1os que se les

denomina esqulzocarpos. (14),

- 3 .



II.-  GENERALIDADES

ILL1,- SEMILLA DE ALGODON

Uno de 1os'géneros de mayor 1mportanc1a econdmi-

od6n:es una o1eag1nosa de forma

diendo aprox1m&damente d a 12 mm.-
dos Partes princ1pa1es' céscara,

:elgada (0 28 . 0 35 mm) y dura pero e

- ;'v



flexible, y la a]mendra. Una de -las caracteristicas de la

almendra de esta. semxl]a, e551anresenc1a de g]&ndu]as .-

pigmentadas enqurma,de equenos’cuerpos que miden de 100

a 400 m1crones de andb estas g1§ndu1as son ob'

servadas a] mic s eolores que presentan estan
a naranja para a1gunas y de1 -
predomnnando un: pigmento de :

u:a“n e] nombre de “gos1po1“'

E] nombre de gosTpo] se der1v6 de "Gosip(Im-
phen)ol", ?nd1cando asi su orlgen y ‘s natura]eza quimica

(4) y constltuye de1 39 al 50% en peso de las glandulas -

plgmentadas y de1 0 4 a 0 7% en peso respecto a la semi--

MNa (61

‘ La semi]la‘de a]godén es una materia pr1ma im

ner harina

na para la

y los anima’



calidad de estos productos es su contenido de gosipol, ya que
produce daffios en los animales monogédstricos incluyendo al hom
bre, Desde 1915, Winters y Carruth establecieron que el gosi
pol es el responsable de los dafios producidosen animales ali-

mentados con productos derivades de semilla de algodén, (4),

‘ u;f 1r.2,- PROPIEDADES QUIMICAS DEL
' GOSIPOL

su'peso mo]ecular es -

”a cr1sta11zado en éter
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gosipol dan_1‘

V  : S° ha postu1ado que el gosipol se encuentra en -
tres formas tautomérxcas para poder explicar su comportamien
to quTmic0'11amadas»h1drox1a1dehfdo, hemicetal y quinoide, -

stendo 1a form ﬁ'ldetho la que ‘se encuentra en mayor propor

cién, ver f19Ura'1, (6 14)




dez fuerte y alta react1v1dad para formnr ésteres y eteres.

Debido a la presencia de 1osvgrupos fen6‘1co

E] gosipol también forma que]atos con c1ertos Ké

tiones como5f err‘ rfén1co.» Es 1nso1ub1 ‘en agua pero r-

forma sales en.soluc1dnja1ca11nas. es so]uble -en_.la mayorra

de so]ventes orgdn1cos e 1nso]ub]e en agua ‘jEs extremada-r
mente sucept1b1e a ]a oxidac16n por el aTre en soluc1ones al

calinas o a1coh611ca$.:

Los crista]es de gos1po1 se de en guardar prote—»

gidos del oxfgeno y 1a 1uz



CHO OH OH  CHO

HO OM
HO OH
CH, CH
CH 3 73 CH
Hi CHy HC XH:,’
H H '
4
HCOH OH . HCOH
HC CH ’- HL CH H3C CH3 HBC CH3

Fig! Formas Tautomgricas del Gosipol



I1,3.- OTROS PIGMENTOS PRESENTES EN LA
 SEMILLA DE ALGODON

' Ademés de] gosip01 exfsten otros pigmentos en la
semilla de algodén en. menor- porc16n. algunos de ellos se men

cionan a cont1nuac16n.,

_-'Didminogos{pd1:~'”\

-lGosipurpurina!Tf;

i.t so1uble en‘_loroformo, écetona,
‘p1r1d1na y benceno,~.11geramen-
" te so]ub]e en metanbl éter de -
petré]eo y etano], es. 1nsolublé
-en agua.» Las soluciones de go- 

. sipurpurina son: 1nestab1es a 1a

"1uz y- a] ;alor, reacciona con . ‘

11a an111na y”p anis1d1na for—-
_mando d1an111nogosipo] y - - -

-8 -



- Gosifuvané:

-« Gosiverdurina: -

- Gosfcaerulina:

p-anisidinogosipol respectiva-

v'mente. (6).

Pigmento naranja buya’fOrmula'

molecular es C35H -N

con descomp9§1p)

La hidroiisis‘étida

238°C -239°C.
le. éosiful-
V1na forma gosipo] en cantidad
brde 82 a 86% en’ peso de gosifu]-

“vina tratada. NO»reacc1onavcon

. Ta aniiina. (6,18).

‘Pigmento verde,_so]ub1e en clo

,.roformo metano],\etano]. ace—;

{Atona ¥ d1et11éter. De su ana-

v,1isxs se muestra la sigu:ente

| 7compos1cian ¢ 62. 9% H sf 9% -

N 9% 0 21. 0% y Cenizas 8.20%.

'Cuando se- ana11za por el”proce-

dimiento para medir gosipol, da
, va]ores de un 25% de gosipol 1i
'hre aparentemente y un 32 5% de

' gosipol tota1 (6).3

‘Pigmédid,azﬁ1;=cuya férmula mo-
 1gchar~es C30H3008. actua como

“indicador es azul en soluciones

-9 -



- 6 Metox1gos1po1
Y- 6, 6'D1metox1

a gosipol

1¥forma de'cr1sta]és,“’

e }E] 5

:algoddn representan un 4% de -

}Ios_p1gmentos-defgosipdi

dcidas y cambia a verde y amar
rillo en solucfones alcalinas,

Es solub]e en a1coho1es. dietil

' éter. cloroformo. ‘dcido acético;

iacéf1co; es relati-
31ub1e en‘Eter de pe

ceno. tolueno y agua,

'“Da’reack1ones 1as cuales indi--

‘*can que'tTene un grupo aldehfdo
 adya‘ente a un’ grupo h1drox1lo
‘fy se “ha postulado que Tos gru—

[jpos carboxflo son de naturalev

4“

- _za qu1no1de. pero su: estructura

”"no ha s1do completada. (7 6). ]

Estos p1gmentos se- aié] ronen

’Qes una moie

gos1pol. .-

y con-

- 10 -



11,4,- ACCION FISIOLOGICA DEL GOSIPOL

La alta reactividad del goslpo1 1o hace participar

en los procesos b1oqufm1cos; a ternandolos y ocas1onando dafios

en los seres v1vos, por 1o que se le considera tdx1co.,[ '

de d1sminu1r durante e] procesam1ento térm1co. donde e] ‘grupo

carboxilo del gosipol reacciona con el grupo am1no 11bre de --
las protefnas formandose asf el gos1po] unudo. cuyos ‘efectos
téxicos son nulos.ﬁ.S1n embargo la presencia de gps?pp1,en cen
centrados‘proféidbﬁldé harinas de esta sem?ﬂia 65 1ugar‘a.dos
problemas fundamentaleS‘ dentro de] primero'énéontfamos que -
niveles e]evados de gos1po] causan efectos f1$1oldg1cos desfa—
vorab]es 'y dentro de] segundo encontramos que la comb1nac16n .
quimica entre el gos1po] y 1as protefnas ocas1ona una reduccidn

de la d1spon1b1lidad de los am1noac1dos. 11s1na prxnc1pa1mente.

sipol:sonimuy. varda

mo bacteria1:e‘}f; t1vo aT.gosip‘l"(1,3).




En los animales monogdstricos la toxicidad se ha

clasificado de Ta siguiente manera:

- Aguda, en la que ﬁe presenta paro cardfaco,

- éqbaguda, en la que hay edema pulmonar y

- Crbnica, cuando el animal tiene sintomas de des
nutricién, provocados por la administracidén pro
qugada_de gosipol en dosis pequefias, 1legando

a causarle la muerte.

: Lhé*#intqhés del efecto thiqo en animé]eégmohogag

tricos son:

Pérd1da de peso, pérd1da de apetlto,ﬂﬁiﬁbptpﬁéihe-

ministra en altas orazén, teji

do adiposd, rifiones

- 12 -



Los niveles de tolerancia de] gosfpo1 estdn asov

a vfa de admi «

ciados con la especie an1ma1 de que%se‘trata

nistracifn de este, el ponx”njq J-yfprote?nas en
la dieta, la dosis adﬁmu“at vaide'gosipol bre:y la forma de
to ﬁmayor medida -r

fintraper1ton1a1.

yﬁﬁarﬁ cerdos de 250 a 600 mg/kg,

do en aceite su toxicidad se in-

ostraron que los jones -

‘ ‘ados Unidos la maxima concentrac1dn de
gosipol en preparac1ones de semi]la de a]goddn para humanos ha
sido de 0,45% de gosipol 11bre, con 10 cua] no se han observado

efectos nocivos,



Menos del 0,06% de gosipo} 1ibre y 1,2% de gosipol

total es el recomendado por grupos internacidna1§s.~(6).

[1.65,~ EFECTO ANTIFERTILIZANTE -

E]'EfECtOJahtjfertfff%a te: de pifébj;SETmencior
né por primera vez, en-la RepdblfcgrD ,, REE

por medio de un estudio'epidemioldgit

cadd en anj

males de experihéntacidnfx”qb§éfyqf‘que' ausaba,e1 mismo efecto

antifertilizante, se confirmo;QUé'eT

_omponente encontrado en -

el aceite crudd de semilla dé'algodOn-era el gos1pol, ya que --

- 14 -



éste no era destruido por suprimirse el calentamiento, Esto
condujo a realizar nuevas:investigaciones sobre este efecto -

del gosipol tanto'en,humdnos'COmo en animales,

En exper1mentos hechos con an1ma]es se encontré "

chos en dosws'

produjo 1nfer

- 15 .



bios constituyeron principalmente en: La presencia de. vacuo—

las en el nuc]eo e h1nchamiento en las: esperm&t1das

las de Serteli y espermatogon1as quedaron en 1os tObu]os, pu-
diendo 1legar en algunas ocas1ones a causar atrofxa de los tad

bulos seminiferos.

En el epidimo se encontraron espermdtidas, esper-
matozoides exfoliados yfﬁUertos, algunos de 1los cuaTesftenTan
cabezas y colas separadas gademés de que la cuenta tota] de es

tos espermatozoides: d1sminuy6 hasta a]canzar a azoospermxa

£l gosipol~fue c11n1camente utilizado por primera

vez en 1972 como u gente antifert1lizante mascu11no, adm1n1s
trdndolo a cuatro mi] ch1nos, en’ buen estado de sa]ud, por pe-
riodos mayores a seis meses, 11egando algunos a a]canzar hasta

cuatro afios de- tratamlento La dos1s usada . durante 1os dos --

infertilidad.
experimentos fu

zoides m6vi]é§}



formados, 1legando a producir con esto la azoospermia, Ademds
de estos efectos se encontrd tamb1en espermat1das y espermato-
citos mult1nucleados exfo1iados, espermatozo1des con alteracig
nes u]traestructura]es como acrosomas dafiados, nucleoplasma me
nos condensado desarreg]o e hlncham1ento de la membrana 1nter
na de la m1tocondr7a con dism1nuc16n o ausencta de crestas,‘-—
Aparte de- todo 10 anter1or h1stoqu?mfcamente se reportd una -

d1sm1nuc16n'de 1a deshid‘ogenasa succ7n1ca. desh1drogenasa Tdc

tica y ma]ato deshldr d&sa”en71aiparte med1a de] espermato-—

201de, asf como inhib1c1dnjde la: aden031ntr1fosfatasa por.el e

bre 1a mov111dad del es-~




11,6.~ OTROS AGENTES ANTIFERTILIZANTES
DEL REINO VEGETAL :

A uésar de‘que‘las plantas no han s{do estudtadas
a fondo como recurso de agentes inhibidores de .la fert111dad
en el sexo mascu]ino, existen -algunos reportes en los que se ,
indica la afectiv1dad de extractos obten1dos de éstas. que fm
piden la producc1dn de espermas st son adm1n1strados por via

oral en el hombre. o

wEh-l§82'L91 aparecid un estudio sobre p1ant53-qué
tienen una acc1dn ant1fert111zante; entre dstas se menc1onan ’
algunas de la fam1lia de las malvdceas como son las-especies |
del género- 90551p1um,;Hib1scus rosa~sinensis y Malvaviscus cen.

zantti,

“La prlmera ev1denc1a de que 1as flores de H. rosav

sinensis producfa un efecto ant1espermatogen1co en an1ma1es de

laboratorio fué pub]lcad

hoJkute, donde se. adm1~‘
nistrd un estracto et Yd es

dosis de 50 a 250 mg[

dfas se observarqn'efec 0s

las ratas que s,
to durante 30 dTas mos 10
niferos y una comp]eta;desor an1zac1d ‘dei tej1do testicu]ar--

asf como destruccidn de‘las espermatogonias. a

18 -



En 1o que respecta al extracto en etanol de las flo
res de M,conzantt{ se administrd durante 20 dfas'a ratas macho
en dosis de 50 mg/Kg/dfa; observdndose un efecto eSPErmatogéni

co y antiandrogénico, (9),

" Dado que Malvaviscus conzanttf e Hibiscus rosarsi-
nénsis estan estrechamente relacionadas a las espec1es goss1r
p1um ya’ que pertenecen a la famijfa de las ma1vaceas. nos can

duce a pensar en la pos1b111dad de que estas plantas puedan --

contener gosipol 'y ser dste e] causante de os efectos mencio-

nados,

Por otro Iado, en 1a dsqueda de nuevas fuentes -

de a]fmentOS»ofen Ta elaborac16n  e alimentos ba]anceados pa~

ra anima]es, este efecto no e'\deseado en 1a producc16n aninee

s ya;que,s1empre.s_;espera mayor efect1v1dad en. Ta- repros-

versas plantas et_a*fam111a de 1as ma1vaceas 1ocal1zadas en

el Estado de Veracruz.

- 19 -



[1.7.-  METODO ESPECTROFQTOMETRICO

EI métodoTdeﬂespectrofotqmetrfa se utiliza como mé

todo ana]ftxco para 1 n'de sustanc1as, basdndose

en la absorCJén;de én 1ante que presentan las molécu--

Se obserben aque]]as queih

electrdnica. =

ya que las moléc
La energid{iﬁié na o’ ‘ ‘non suma de -

Tas contribuc

rotatorias. (26).

- 20



E E + E

tota]r= E e]ectrdpica,+ vibratoria rotatoria

Dado que la gnergi_asd1o puede tomar ciertos valo-

res definidos, que?so' mu1t1p1os enteros del paquete mds peque-

ngneralmente los cuantos de energfa

fio de energfa,,gl'qu

e]ectrdnica‘son;m;iﬁ aybres que los cuantos de energfa vibra-
toria que a suxQéz $§n?mucho mayores que los cuantos de energfa
rotatoria, estos buénfbs de energia estdn asocijados a determina
dos niveles energdticos, y los espectros moleculares se obser--

van cuando ocurren transiciones entre estos niveles energéticos.

E1 tipo de excitacibn que ocurre en la absorcién,
depende de la magnitud del cuanto asociado con la radiacidn ab-
sorbida. Esa es directamente proporcional a la frecuencia de -

la radiacidn, de acuerdo con la siguiente fdrmula:

Donde: E es 1a magnitud del cuanto y h 1a constan
: te de Planck ’ : ‘ ‘ ‘

Para pﬁ§d q1

cula se requiere pocaVenergi

de baja frecuencia, por 1o btene, espectros rotato---

rios puros se debe de trabaja en 1a regién de microondas 'y oen

el infrarojo 1eJano., Dichosuespectros son de gran 1mportan---



cia, particularmente para la fdentificacién de compuestos orgd
nices, ya que los distintos grupos funcionales («OHj~C-C1;+C=0,
etc.) tienen frecuencias caractertsticas, por las que pueden -

jdentificarse, (26)

~En las zonas visib]es‘y u]trav?oleta del espectro,
los espectros observados corresponden 2 excltacfones electroni
cas, La absorc16n es ‘en forma de "bandas" . es decir no con--
siste en frecuenc1as part1cu1ares defin1das con nitidezy ello
se debe a que ademas de 1a excitacfdn électrdnica pueden super

ponerse a] m1smo t1empo 1as excitac1ones v1brator1as y rotato-

rias; (27):%

. ‘ ectrones que pueden sufrir excitactdn
con la luz UItravio e ‘encuentran los electrones de los --
compuestos simllare encého y.lgénera]mente los electrones

de sistemas conjugados

basados-en Ta absorcign de la radiacion

cialmente e]ementos Tnorganicos.

- 22 .



La mayorta de 1os trabajos ana]fticos fnvolucran -

soluctones. .y se7ha7désarro11ado una descrtpcf&n cuontftatfva -

de la relacfdn e oncentracfdn de una soTucfdn ¥y su habfif

dad para absorber radiac dn. y 1a absorcfdn depende de 1a lon-

gitud de onda?de la- radtac16n y la natura]eza ‘de-la_especte mo

lecular en so]

No so1amente la 1ong1tud de onda a Ta que la absar
cién tiene 1ugar perm1te la identificactdn cualitativa de las
espec1es, s¥no que 1a cant1dad de luz absorbtda permite el and
1isis cuantitativo, Las fdrmu]as que relactonan la cantidad -
de Tuz absorbida con la concentracién de la especte absorbente

y con otros parametrbs. se sintetizan en la ley de Lgmbert-8een

n haz de 1uz de. una so]a

to es, luz. monocromatical
nfendo‘aﬁuh“

resu]taddidé fadficfdn (es -

dectr, la intensidad): tsminuye a un va-

Tor P, en el H&z‘queur a:relacidén entre

estos dos poderes de ra' 'néce»con el -nombre

Lambert/Beer. la -

ongitud del paso dpt1co -

{,b, en centTmétrQSJ‘ ']uefdn 82 1a concentra-—-

cién ,C, (en_mﬁiéi vuto a,sorbente en 1a solu

- 23 -



- log P/po = - log T = eb(

La constante de proporcionalidad e, 1lamada absor
tividad molaf,gesl¢aracterT5tTca de la especie absorbente y de-

pende de la lonﬁftud de onda de la luz,

AI térm1no -1og P/Po. se le denom?na* absorban--

cia ,A, por lo tanto.3‘A
Aees

La absorciﬂn no es e] an1co proceso por e] cual se

reduce el poder de radTac16n de la: Tuz’ que pasa a través de una

@

solucidn contenfda“en una. ce]da. Las ref]extones de 1a superﬁi

cie de 1a ce]da,,asffcomo la: d1spers16n causada por part?culas

su3pend1das,‘contr1buyen tamb1én a d1cha d?sm1nuc?&n.‘ Para com

dlacfdh o -

br ref]exfdn. 67 P°dei?:‘:

no se relaciona a],haz 1um1noso orig1na1.4§1noral
dtacién por la m1sma ce]da conten1endo el d1solve te puro deno-~

mindndose "blanco".- 6281

 par

’ poder hacgr 1a determ1nac16n espectrofotomé-
trica, es?nééégé;\ er,ﬁn estudto de - 1a curv '
de una sold5+3hyaé 2 especfe en cuest16n obte
gitudes de onda..para obtener alta sens1b111dad es necgs;ﬁfo -
se1ecc1onar 1a¢long1tud de onda para 1a,cp§] ‘ :'”f“§_3é135sorr

<24 -



bancia sea mdximo. Cuande hay otras sustancias presentes se -
tiene que tomar en cuenta que a dicha longitud de onda éstas

no absorben.

La obtenc1on de la cantidad de sustancia presente
en una muestra probiema, se obt1ene por medio de una curva de

ca11brac16n.i Dicha curva se obtiene m1d1endo ta absorbancia

de la soluc16n que contenga la especie por determinar a d1fe-

rentes con 3 y graficando las. absorbancias en fun-

cidn de d1c‘ centraciones. Después se mide 1a absorban-

cia de la'soluc16n problema, y 1a uoncentracidn de la especie

absorbente se lee en la curva de ca]xbracxén. ks necesar1o -

que todas 1as so]uc1ones se ‘preparen en la misma forma‘yfque

el ajuste del” 1nstrumento permanezca constante.;,1 o

I1.8.- ~METODO DE CROMATOGRAFIA DE LIQUI
' DOS DE ALTA PRESION

La cromatograf1h‘esihn método,analftico (ffsico) -

de separac16n'“ entes a ser separados de -

una mezclajéé 10S" entre”dos fases, una fase ‘estacio-

naria, normalment

movil,

onkuna gran érea de contacto, y ‘una fase -

La cromatograffa se basa en 1as d1ferenc1as de Tos

coef1c1entes de part1c16n de ]os componenteq de 1a mezcla - .-
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que se van a separar,

De acuerdo a‘las propiedades, el estado ffsico de
las fases y el proceso de separacidn, se han desarro11ado, has
ta ta fecha diversas técnicas cromatogrdficas, las cuales se -

indfcan a continuacidn: (29),

, GAS - SOLIDO
CROMATOGRAFIA. DE GASES |
'GAS - LIQUIDO

; LIQUIDO LIQUIDO (CLL)-en
; PAPEL :

© 0 LIQUIBO-SOLIDO: (CLS) en
" CAPA DELGADA

o " POR.INTERCAMBIO IONICO
CROMATOGRAFIA LIQUIDA™ - .+
‘ SO OR PERMEABILIDAD EN GEL

" EXCLUSION
POR FILTRACION EN GEL

, LIQUIDO LIQUIDO DE ALTA
 PRESION (CLAP) \
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Los componentes que se desean separar deben ser sg
lubles en la fase mfvil y deben interaccionar con la fase esta
cionaria, ya sea disolviéndose en ella, adsorbiéndose o reac-

cionando en‘quma‘qufmica. (30),

Exfsten dos técnlcas de cromatograffa 1Tqu1da en -
columna: La técnlca clésica y.la. cromatograffa de lfquidos de

alta presrbn (#pLC),

La cromatograf?a 11qu1da en co1umna c1ﬂ51ca utill-

za columnas de tamafo de 15 =, 20 cm : e, de dlémetro in

terno, la co]umna se empaca e ‘el momento que se va a ut111zar

y la fase méyil (17qu1do) fluye‘a gravedad Cunforme fluye la
fase mévil a traves de 1a co]umna ;5e.van remov1endo los compua

tos por separar a diferentes ve]ocidades. y en la sa11da de 1la

as dlferentes fracciones, para que

‘Tzaqgs-en forma individual, Este métgp



beo de alta presién (hasta 400 atm), que haga fluir la fase --
mévil a una velocidad constante y razonable a través de la co-

Tumna.

Los componentes de la muestra se reparten entre -
el liquido portador (fase mévil) y;gl]éé]Iéno de la columna -
{fase fija), los cua1é5‘sbhiréténidﬁsfééiehtivamente por la -
fase estacionaria de'aéyéfdo A sus‘cbéffcientes de particidn
hasta que corran cierfa diStaﬁcia, formindose bandas separa--

das por cada uno de los componentes.

Las bandaS'de‘ldsicomponénteS'5q1en de la columna

en el quuidovbortador‘y 11egaﬁ”5“hnfdefécfb¥; el cual capta -

la presencia de cada componente y'emite una sefal eldctrica, -

esta es 1levada-a un amp11f1cador ahtes de ser transformadaen
una sefial graf1ca en un reg1strador.. Asi cada componente de -
la mezcla or1g1na un. p1co, a1 cual se Te conoce como pico cro-
matogr&fico,~cuyo-conJunto‘obtenidq desde»el momento en que Se

introdujo 1a muestra en el sistema hasta que salen de &1 todos

los componentes, se la llama,“crbmatogrdma“. (32).

medida del punto de 1nyecc16n a 1a eTﬂpico cromatogr§f1

co, dada en: cent1metros, pulgadas ormlnutos Con e] t1empo de
retenc16n se pueden 1dent1f1car 1os componentes de una muestra,

al compararlos con el tiempo de retencién de] compuesto puro -
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obtenido bajo 1las mismas condiciones de trabajo. (30).

En cromatografia la mayor parte de los an511s1s -

se realizan con el fin de determinar la’ concentracidn o el pe

s0 abso]uto”de1 o los componentes presentes n 16 muestra. El

andlisis cuantitat1vo por este método se‘basa _a compara--

cién de 1a a1tura o drea de los p1cos7‘rodkc1dos-por 1os com-
ponentes de 1a muestra problema con uno*o més patrones, La -
concentrac16n de un compuesto es’ proporcional a] area del pi-

co correspond1ente. o

'La q6ncéntfacf5d de]ycompUesto‘preéenﬁeZSebpuede -

obtener por. med10'dé'uha curva de Cdlibraéidh””'D{CHa;curva -

curva de ca]1brac16n.
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I~ OBJE'}I"‘[;’VOS

Invest1gar ]a presencla de gosipol en- 10~ p]antas

de 1a misma fam111a de1 aigoddn (Ma]vaceasl.

Desarro]]ar un-. método ana11t1co para medir gos1po]

por Cromatograffa de quuidos

Comparar el nuevo HRLC)'con e1‘métbdo ofi-

cial para medi (Espectrofotométrico)
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V.- HrPdTééris S

Enieiiﬂétqa; de7cr6mdtu§raf}a,defoduido dé A1ta

Prestén, es mds selectivo y/exacto. que.el método colorimétrico,

- 3] -



V.- MATERIALES Y MéToDOS -
‘V;l.—‘lxmATEBIALES BIOLOGICOS

E1 presente estudio se realizg,ebn hojas y semi--

1as de las sigufentes malvdceas:

Anoda cristata

Hampea integertjma

Hibiscus clypeatus

‘Hibiscus rosa-sinansis

Hibiscus sabdariffa

Malvaviscus -arboreus

- 32 -



Malvaviscus-arboreus, vartedad mexicana (I)

. Malvaviscus arboreus, variedad mexicana (1I)

Pavonia schideana

Estas plantas fueron colectadas en el estado de -
Veracruz en 1os alrededores de Ta ciudad de. Jalapa, y c1asif1

cadas en el herbario XAL de] Instvt‘to:Naclonal de Investiga-

ciones sobre Recursos BT ticos
Las muestras fueron: Ttmpiadas y secadas, efectudn
doseles una separacifn de cada péfte de la planta y se molie--

ron en un molfino Wieley, con una malla de 1lmm,

Las caracterfsticas princtpales de cada una de las

plantas colectadas se mencionan a continuacidn;

Anoda cristata - Familia: malvdceas

Ganero: . Anoda
Especie: cristata
wAutbr: L. ‘Schesh Tendal
5Nombre§ comunes- Amap011ta do.
' frada, v101eta de campo. alachi
b,#y ha]ache .-
{} Caracterfst1cas' Se trata de
‘pna'p1anta-herbacea. vellosa -
j: dé;tha§-triaﬁgh1ares flechadas,
,f}dfé;.mbrédas de cinco pétalos
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Hampea jptegerrima

Nombres:, comiines s

'}3Existen 13 variedades de esta

y estambres numerosos con fru
to redondo comprimido, los Tu-
gares donde se desarrolla son
Jalisco, Valle de México, Mi--
éhoacﬁn y;Vefacruz; Lé‘mues--

tra se colecto en la carretera

~dntigua arda1apaic¢afepec.

Familias Ma1vdcea§{”?

Género: Hampea

Especie: Integerr1ma, i

Autory L, Schesh_fTenda]

Jonote blan-

co, jonote colorado; majagua,

especie muy similares, es un -

4rbol tipico de bosque 1luvio
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so, Este gl@nero tiene especies

lrmuy‘simfléres To que hace diff

Cedl su“&yéfinéidn y descripci

B uencontrAndose principaimente -

en: Veracruz y Tabasco. (11)

L La muestra se co]ectd en 1a ca

'“ﬂ'racruz f"

Familfa

HibiScus'clypéﬁtﬁsf

rﬁada de] Huerfano M1zant1a Ve-

‘Malvdceas

- Género:  Hibiscus

”Eépecfeii CIypeatus :_:f
CAutors L Schesh Tenda1

Nombres comunes gHoj'

'c]eri--
gua maya,_anga.~
Caractérfétitds arbus-

to.o arbo 111 h'de -

alto, de ramas:e do- tomen

redondea-

.Veracruz pe~

'ro es frecuentemente encontra~

(dé a todo 1o largo de 1os esta



Hibiscus rosa-si=-

nensis

pueblite d

-mente.roja ¥

anxaca, Chia a
- de - Méx1co,

‘co1ect6 e

'déqu,chffgf‘

“eruz,

dos de Veracruz, Campeche y -

Yucatdn, (18),

‘Familfas Mﬁivaceas

Género:  Hibiscus

'Egpecie: Rosa s1nens1s,.f

Autor: L, Schesh Tendal

Nombre comunesy’ @gl}arde}vgg
Tlardete, 1ampéf}i1a bﬁglisco,
Caracter?sticaé@iNSe‘frata de

un arbusti]lo de] t1po asidti-

']tura en prome --
dio. con- f o es grandes comun -

1a columna de es

’tamb?egféalfehte; se cultiva -

,‘en climas ca11dochomo planta

de ornato‘ Los estados de Ta

Repﬂb11ca donde se.’ puede encon

trar son Veracruz

More]os, --
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Hibiscus sabdar1-

-Malvayiscus arboe

Nombres comune ;

,chan1ta. mazapan,

Fam?ltas Malvdceas
Gé€nero:  Hibiscus

Especfe:‘ Sabdar1ffa _5'[;

“Autor: ;L Schesh Tendal

'Nombres»comunes‘v Flor de Ja—

'fpresenta hojas d1gltadopart1--

das en tres 1obu]os crenado --
dentados; brdcteas grqesas y
de sabor fctdo, corola amari--

11enta, fruto capsular, es una

planta asidtica cultivada en -

climas cdlidos,

Familia: Malvdceas
Género: _Malvéviscus,

Especie: Arboreus

Autor.. v»L Schesh Tenda]

monac1T1o.

Caracteristhqs;, Se trata de
'  unéYVaﬁiedaa7muy_gompleaa, don.

de no existen caracterfsticas

- 37 -



de valor taxonémico constante,
ya que a menudo se presentan -
grandes variaciones en dreas
muy pequefias de reco]éccfdn. -
Por ejemblo se han enconfrado
p]antas‘con 2;‘3 4 d 5 16bu--
Tos del cal1z en un drea de 10
Km, La mayorfa de todas las
especies difieren una a dtras
en mayor o menor grado, (21) -
Generalmente se presentan en -
forma de arbustos con hojas --
ovado, dentadas: y con flores
rojas, De esta especie se co-
lectaron 3 variedgdes. en la -
carretera de Santa Rita Mizan-

tla, Parqué'eco]Ogi;o Francis-

co. Javier Clavijero Veracruz,-

'Varledad' ‘.
' MalvaV1scus arboreus ~Aut0f:CAV
e Malvavwscus arboreus: variedad -

: mexicana -

(1)

T



Malvaviscus arboreus variedad
mexicana

(11)

Pavonia schideana Familia: ~Malvdceas
o Género: ~Pavonia
Especie: Schideana

Autor: Estevel

Uno de 1os ObJEtIVOS del presente es la determina-

cifn del gos”'olyen 1as malvéceas, y debido a que 1as p]antas

poseen una 'ran’cantidad de p1gmentos, como son las c]orof1--

las, existfa<una gran 1nterferenc1a de d1chos ] ii rea

y de los pigmentos, para estos selprobaro

mientos.

STl METODOS DE SEPARACION --
o - DEL GOSIPOL 2

V.I.1.1.4{S§paré616h’y -
_determinaci6n

"degosipol por

" romatbgrafia
en capa f1na

Se prob6 el método propuesto por Scharmm y Bened1c

(22), para determinar g051pol por cromatograffa en capa fina

-39 -



con la modificacifn de la fase estacionaria para desarrollar
el cromatograma, se uti]izaronkfo1ios de sflica;geTr(MERCK)

en lugar de papel, a continuacién se indica 1dvmétodologia:

MATERIAL

2 Matraces volumétricos de 250 m1 y uno de 10 ml.
2 Embudos de separacién de 250 ml,
Probeta de 50 ml

Camara cromatogrifica (25.0 cm. de a1to por 45
cm de 1argo) : :

Capilares de vidrio (calibrados a,l,uml;)‘

REACTIVOS

Acetona para analisis (MERCK)

Soluci6n esfandar de gosipol B

- &9 -



PREPARACION DE LAS MEZCLAS DE ELUYENTES Y EL ESTAN
DAR DE GOSIPOL

So1UCidn acuosardéaNde

clan 600 m1 de NN-dimetilforms

tico g]aciai,::

Soluc 6n: estandar e gos1po] . Pesar exactamente

25 mg de gos1po1 y transfer1rlos “un matraz volumétr1co de ~

250 ml, ad1c1onar peq._f'n ades de acetona para disolver

el gosipol y aforar con ac‘tona.7 “sta_so1ucndn contiene 0,1 -

ng de gos1p01/m1

PROCEDIMIENTO -

cionar 25 ml de
lTucidn a unzémﬁ

cional para 1av_
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da, después, de cada extréccién quitar la capa inferior dentro
del embudo de 250 ml1, juntar cada extracto y transferirlo a --
otro embudo de separacién, se adicionan 150 m1 de agua y 50 ml
de mezcla de cloroformo heptano, agitar fuertemente y separar

la capa superior usando vacfo. Repetir la extraccib6n dos ve--
ces mds usando 50 ml1 de disolucién de cloroformo-heptano cada

vez, colectar y combinar los tres extractos y secar con peque

fias porciones de sulfato de sodio anhidro.

Filtrar la solucién en un vaso de precipitado de -
250 ml y Javar el sulfato de sodio anhidro con pequefios vold--
menes de la mezcla de cloroformo-heptano. Evaporar la solu---
cidn en bafio marfa hasta un volumen menor de 10 m1. Si hay --
més de 1% de gosipol, transferir esta porcién inmediatamente -
a un matraz aforado de 10 m1 y aforar con acetona, almacenar -

éste residuo a 0-5°C hasta la realizacifn del cromatograma.

Preparar la cémara para desarrollar e) cromatogra-
ma en donde tenga la mezcla del eluyente y debe estar bien se-
1lada. Por otro lado en un folio de silica gel (MERCK) apli--
car porciones de la solucién estandar de gosipol y de la mues-
tra dejando un espacio entre éstas de 5 cm, Introducir el fo-
lio en la cdmara para el desarrollo del cromatograma, después
de que ha corrido completamente el eluyente, sacar el folio de
la cdmara y dejar secar a temperatura ambiente. Posteriormen-

te observar con luz qltravioleta para detectar el gosipol.
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_ Sin gmbargo no fue posible determinar la presencia
de gosipol en las plantas por medio de é&ste métddo, ya que aun
que se observd una buena separacidn de varios compuestos en el

cromatograma, el estandar de gosipol no corrio.

V.1,1.2,- Separacibn del
~ Gosipol y las
Clorofilas por
Cromatografia
. en columna,

Se probd este método para hacer una pur1f1cac16n -

del gosipol eliminando la mayor parte de

lgmentos, y des

pués cuantificarlo por el método colorimé

Para poder.selecéibnar, a‘mejor-separacifn del go-

sipol y las clorofilas sevprobarbn7lb$ siguientes adsorbentes:

Sflica gel 60: Tamafio de partfcula 0.63-0,20 mm --
para cromatografia en columna (MERCK)

Oxido de aluminio 90: Activo dcido para cromatogra
ffa en columna (MERCK).

Oxido de a]umlnio.i Activo neutro para cromatogra--
E »fia en columna (MERCK).

Oxido de a]u in1 ”Act1vo bésico para cromatogra--
"ffa .en columna (MERCK)

Ceiﬁ’fo{a‘.f}‘ E

Ademds de probar diferentes adsorbentes se hicieron
también variaciones en la fase mdvil probdndose los siguientes

disolventes:
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Hexano

C]orbfbrmo

Aceténa

Acetato de etilo Ll

Acetona en medio dcido (dcﬁdéﬁg2é£1601a1r6¥$%'y -
al %)y o

Acetona en medio 4cido (dcfd6i§10fhfdr1

Acetona acuosa al 80% SO R
Acetona acuosa al 70% en mediq~défdbi(HCjk3121Z).
Metanol | |
Metanol en medio 4cido (4cido aéético al 1%).

Acetonitrilo

- Las pruebas que se realizaron fueron combinando -
cada uno de los adsorbentes con los diferentes disolventes, -
dstos se emplearon en 6rden creciente dé‘aCdgfdo a su polari-
dad, hasta obtener una mejor separacidn del - gosipol y las clo
rofilas, y las mejores condiciones de trabaje a las que se ﬁlg

garon se indican en la siguiente metodologfa,
MATERIAL

Columna de vidrio de 20 cm de alto pofLLAcmvde‘dig
metro, ' _" B L

Matraz er]enmeyer de 250 ml

Probeta de 50 m] _ ‘

Papel filtro Watman Ndm, 40 de 11 cm de didmetro,
Perlas .de vidrio
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Agitador mecdnico

Pipetas,volqmétricaS«dé 20 y 5 ml,

DISOLVENTES -
uosa de acetona j.,’

Sotucitn’ conE
'cetona en medio écido (HC]ll%)

:Sbiﬂbiﬁn de

;PREPARACIQN‘DE'LAS MEZCLAS ELUYENTE

01 c1dn acuosa de acetona a] -80%, -f Mezc!ar 800

ané1lsis acuosay 200 ml de agua dest11ada.

' Solucidn acuosa de acetona en Medib ééfdp}_»ﬂezclar

&‘1fQé dcido -

99 ml de d1soluc16n de acetona acuosa al 70% y 1
clorhidrico concentrado, e ’
Solucidn estindar_d':gpgfp01 ‘esar exéctamente -

10 mg de gosjpo1ben chtona;y transferir: cuant}tat1vamente a -

un matraz volumétrigofde 10 ’dicionar_30 m1 de agua desti

lada, mezclar y difyig' acetona y mezclar nueva--

mente., Pipetear. 20'm11&é  _ L_iso]uc16n y transfer1rlos a un
matraz volumétrico de 100 m] y ad1c1onar 20 ml de. agua destila

da, mezclar y aforar con acetona.

Preparacién de Tla muestra.- La muestra exdctamente
pesada (no mds de 1 g), se transfiere a un matraz erlenmeyer -
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de 250 ml, que conttene unas perlas de vidrio, Se adicionan -
50 m1 de soluci6n acuosa de acetona al 70%, se tapa el matraz

y se agita mecdnicamente durante una hora, después de este - -
tiempo la soiucidn se filtra a través de un papel fi]tfo seco,
y el filtrado se recoge en un matraz con tapfn de vidr1p} Los

primeros 10'm1 del filtrado se desechan,

Tomar una a]icuota ‘de 20 m]. de f11trado, transf1--
riéndola en la co]umna prev1amente empacada para que e]uya a -

gravedad.

La mejor separac16n del gosipo] de 1a mayo‘

de los pigmentos fue al ut11izar una co]umna empacada con‘a1u-

Se utilizd un vo1umen de elucidn: para el go 1polrde 50 m1 g
mar una alfcuota de 10 m) de esta so]ucidn para cuant1f1car al

gosipol co1or1métr1camente por medio de]“método of1c1al. el -«

cual utiliza anilina como react1vo par 'formar un comp1e10 co- .

lorido con el gosipo1 llamado d1an1]i ogosipo]
S1n embargo al'tomar un 11cuota‘y cuant1f1car al

gosipol por. medio’de1 métpdo,io1or1métr1co, se observo que not'

se tenfa una separaciﬁn totaT de] gos1po] y 1os otros componen7‘

tes de las p]antas,,ya que al obtener un espectro de absorc16n
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de esta solucidn (problema) y otro del gstandar y'comparar1os,

se observd que estos eran dfférenté§.i(Ve}fffguféf?)é_f

En esta f1gura se muestra Ios espectros de ‘absor-
cidn del d1an111nogos1po] obten1dosippr 1a reaccidn entre el -

s

gosipol y 1a aniliha.

”Dﬁdd*que' 05 ;;i,' , b 1dos son d1ferentes y

que ademas en: e] caso del: espectro obtenldo‘deI °stracto de =~

las hojas de ]a ma]vacea no se observ1 h1ngan méximo de absor~
cién y la forma del espectro nos 1ndfca que existen otros com-
puestos - en las p]antas‘que:aﬂn siguen interfiriendo en la cuan

tificacifn del gosipOIQ

V.2~

METODOS bE. SEPARA_ )]

Deﬁigoy

,metbdo]ogfa;pdfab1a de -

sipol por cromatogra

2 1 1qui »yﬁfaité presidn (HPLC)



Figura 2

ESPECTRO DEL DIANILINOGOSIPOL

Absorbancia

0.5 1

400 450 500
Longitud de onda (nm)

Espectro del dianilinogosipol que se forma por la reaccidn en-
tre el gosipol y la anilina.

A Dianily)  ?¥;1'¢n‘soTugi6n de acetona al- 70% en medio --

Sfpd]fa tra

éStfddtd‘de -

-d , ala- mayor parte de
1as'616fo_flas) en’ so1uc16n de acetona al 70% en medlo - -
dcido- (HC] 1%) : : : )




b) Efectuar un estudio comparativo de ~-
lTos métodos de cromatograffa de 1fqui
dos de alta presidn con el métddo'to?
Torimetrico para la'determinacfbn‘de‘.
gos?pol libre en muestras en Ias que
se conoce la ex1stenc1a de gosipol y

analxzar sus d1ferencias. ;=” :

‘c)_;Una vez establecido el método por “-
vHPLC determinar e] contenldo de gosi~

po]_enjlas ma1vdceas.

Para rééTizar el-estudio comparativo de los méto--
dos de HPLC y colorimétrico se utilizaron las siguientes mues-
tras: '

Semi]]a de algoddn

Semilla. de a]goddnﬁdesengrasada.

Aééite;dé;seﬁjj de: aTgoddn (extrafdo con Soxh]et)

Acelte de semi]]a de algoddn (extra1do con dlsol--
SR ' vente en frfo)

Las siguientes harino]1nas (harTnas de semi]la de

21goddn desengrasadas) existentes en e] mercado' e o

ALBAMEX , Gerenc1a Reg1ona1 de 0cc1dente - Guada]a
Jara, Ja]1sco, ant1gua carretera a Chapa

1a no. 365;i_apaptado posta1-39203.
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ALBAMEX: Gerencia Regional del Centro Sur Km 16,3
_carretera Los Reyes Texcoco, México, - -

_ Apartado Postal no. 8.

LA HACIENDA, S:A, de C,V,, Ponfente-134 no. 680,

‘_o fd§f6rico

e1u1r1a en una columna de fase. 1nversa tlpo,MCH,lo no fué posf
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ble detectar el gpsipol.

se muestra en Ja:figur
pol que tfene"27m8xfﬁqsfdé a5§o};1§,
220 nm, Seleccidnfdose la Tongitud d

posteriores determinaciones, . = =

La Vartaci

1/min, 1.5 mi/min y. -

En 1a seccidn de ngquadbs se muestran los obteni
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Figura 3
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dos, y las cond1c1ones de trabajo a las que se ]]egaron con -

las que se obtenia una mejor reso]uc1dn_(analizando las mues-‘]

tras de har1n011na . resentaban mayor proble

ma), que a‘contynuacid

ETERMINACEON DE GOSIPOL LIBRE -~-
£ POR EL. METODO DE CROMATOGRAFIA DE
o LIQUIDOS DE ALTA PRESIGN

MATERIAL

Agitador mecénico S

Matraz er1enmeyer de 250 ml con tapdn de vidrlo
Perlas de vidrio '

Pipetas vo]umétr1cas de 1,2 3 4,5, 6 7 8 y 10 mI
Pape] filtro Watman no. 40 de 11 cm de diametro
Probeta de 50 m]

Vquu1po de filtracidn Milllpore con desionizador
para agua o :

Matraces volumétricos de 10 ml y dos de 100 ml,

Cromatégrafo de 1Tqu1dos‘de;a]ta presifn, modelo
Varian 5 000 con vista, detector de longitud de -
onda variable UV 50 y un integrador por computa--
cién vista modelo CDS 401.

DISOLVENTES

Solucifn acuosa de acetond .“

Solucidn estandar de gosipol
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Acetonitrilo para cromatografia (MERCK)

acetona para

volumétrico de 100 mT, adiciona E ua deétilada, mez-

clar y aforar con acetona. Esta sol ‘estable durante -

24 hrs. cuando se protege de la Tuz.

Preparacidn de la muestr‘ ;iLa muestra exactamen-

te pesada, (no mis de un gramo) se transfiere»a '\matraz er--~
Tenmeyer de 250 m1 que contiene perlas de ebu]]1t1dn: Cpn una
pipeta volumétrica se adicionan 50 m} de sojuc1dn acuosa dé --
acetona, se tapa el matraz y se agita dﬁrante una horé, em-~-
pleando para &ste fin un agitador magnético. Después de este

tiempo la solucidn se filtra a través de un papel Filtro seco
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y el ff]trado se recoge en un matraz con tapdn de”vidrlo, los

primeros 10 m] de] filtrado se desechan. C;'

cir la evaporacidn. durante la filtraci&n s ' up%unvﬁidrio

de re]oj sobre un ‘embudo.

‘Una alfcuota de este extracto se filtra a través -
de un filtro de membrana Millipore de tipo HA con tamafio de -
poro 0,45 um., Se inyecta en el cromatdgrafo una vez teniendo

las condiciones adecuadas de trabajo,
CONDICIONES DE TRABAJO EN EL CROMATOGRAFO

Eluyente: Acetonitrilo-agua (92:8)
Columna:  MCH 20

Flujo: 1 m]/min

Presign: !11¢35tm<\ff'

oo

Atendécién: -
vTemperat‘, : Amb1ente o
'Longitud de Qnda 254 nm -

Ve]ocidad del papel.: 0.4 cm/mln

' Tiempo de. retenc1on del gosipol" 5.81m1n.

un integrador por computacio! idis drea de los -

picos.
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PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR

Se p1petean a]fc taswde 1'2\3‘4'5 6 7 8 y 10 ‘nl -

de la squcién esténdar de goS1pol (20 ‘transfleren

a matraces volumétr1cos de 10 m] y se diluyen al: o1umen con -

solucidn acuosa de acetona, se- mezc]an b1en y‘seﬂ_”

vés de un filtro de membrana M1111pore de t1po HA de tamano de

pora 0.45 um, Dadas las condiciones adecuadas de trabaJo se -

inyecta respect1vamente cada concentrac1dn de 1as so]uc1ones -

patrbn, para obtener sus- cromatogramas correspondientes, de --

los Luales se lee e] &rea registrada deI ‘1co de:gosipolyque -

,,,,,,

tiene un tlempo de retenc16n de 5,y 8 min,

“Jla concentrac16n de 9051pol (ug/m1), --

Esta curva sirve,éb‘o_patrdn ‘de referenc1a para conocer la con

centrac1dn de go ipo]{11brE~en‘las‘muestras por_simp]e extrapo

lacibn de sus &reas

E ‘%,:jGi(i)‘S_I,‘PdL““f '“

;Dondeiﬁidjé.ug de gos1p61 11bre en 1a muéstra.

‘ffﬂ.wA= peso de ]a muestra en gramos
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NOTA: Este mé&todo fue el que se utilizd para la -
determinacidn de gosipol libre en la malvéd-

cea.

V.4.- DETERMINACION DE: GOSIPOL LIBRE POR
EL METODO ESPECTROFOTOMETRICO (5)

MATERIAL -

Ag1tador‘mec§n1co |

-Baﬂo marfa regu1ado a 100°c

Per1as de vidrio _ ‘ ; ,
Matraz er1enmeyer de 250 ml con tap6n de vidrio
:Vde 1,2;3, 4 5'10 y 50 m1,

‘ P1petas vo1umétricas

Papel fi]tro whatman No :40‘de 11 cm devqiametrO‘

Matraces volumétricos d' 25L 100 A 250 ml
Eqwctrofotﬁmetro CARL ZEISS mode]o PQM 2

REACTIVOS

Acetona para ana11sis (MERCK) L

An111na, reactivo analitico

Isoppopano],;reactlv 'analitlco (Monterrey)
DISOLVENTES
Squc{dnxaéﬁﬁééQQefqééidha"'"
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Solucién estandar de gosipol (gos1po] aC1do ac8ti
co; Sigma Company) ' :

PREPARACION DE LAS MEZCLAS DE DISOLVENTES '

Soluc16n acuosa de acetona jezclan 7bpim1 de -

acetona para analisis:y“300

-j?Sd]pcién :
800 m1 de alcohol:isoprop! rialftico, con 200 ml
de agua'degfllqdé, G '

Ani]iha-- Destila; ani11na, react1vo anal?tico, -
con una pequeﬁa cantida d a]]a de zinc, usando un. refrl-
gerante, desechar 1os-i01 ‘
dar el destilado'ehfd
el refrigeradoftA? g
do se almagéhd*en co
cuando e]‘?f&ﬁé

cia o exceda

mente 10 mg?@é
cuantitatiﬁémen
30 m1 de aéﬁ
¥y mezc]arfnﬁéva

matraz voTuﬁéf‘i “f‘ 1

r ;‘56‘;f



da,  mezclar y diluir a volumen con acetona, Esta solucidn
estdndar es estable durante 24 horas cuando se protege ‘de la

luz.

Preparaciﬁn de la’ muest a e “géﬁﬁamen-
te pesada (no mds- de 1 g) se tra‘ '

de 250 m1 que contlene unas'per]as. bu}fféfdﬁﬁ Con pipeta

volumétrica, se ad1c1onan 50 m] : o1ucidn acuosa de acetona,

se tapa el matraz ¥y se a91 a’ urante una hora, empleando para

este fin, un agltador magnét1co - Después de este tiempo la so
Tucifn se f11tra a través de un papel filtro seco y el filtra-
do se recoge en_un;matraz gon tapdn de vidrio, los pr1meros -~
10 m? del filtfadﬁ se. desechan Con el fin de reduc1r la eva-

poracidn durante la f1ltrac1dn se coloca un v1dr1o de reloj 50

bre el embudo,

con solucidn

la otra.a]ié agregan 2 m :defan111ﬁq re

desti]éda (u ue descargue r&pldamente) y e’éa-

lTienta en. eratura de ebu111cidn durante -

treinta minu 1anco de react1vos que contlene

2 ml de anilina‘y unvvol men. de so]ucidn acuosa . de acetona - -
igual al voiumean la;glfcuota de la muestra. -

- 57 -



Se retira la solucifn B y el blanco del baio agre
gdndoseles suficiente so]uc16n acuosa de alcohol isopropilico

para homogenizar la soluc16n, se enfria. a temperatura ambien-

te en un bafio de agua y 5e leuye a] aforo con so]uc16n acuo-
sa de alcohol lsopropflico; A e R
Se  determin ‘fdg?fréhsmftan—

cia a 450‘hm¥"

tas se ]es denom{na A

Las alfcuotas designada
men con solucién acuosa de alcohol is ,ld‘yfseudetermina

fcuota exactamente co

la absorbancia o transmitancia.de ¢
mo en los problemas, o'sea, ajUsténdo e1'1hstrumento a 100% de
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transmitancia con selucidn acuosa de alcohol isopropflico,

se trata en Tafﬁjsﬁé}forma‘que'las alfcuotas del gosipol es-

tdndar (esta so]uéidn.se utiliza como blanco).
CALCULOS

Si,las'lecfuras se toman en % de transmitancia, -

se convierten en absorbancia, mediante las siguiente férmula:

AB#bfbénd{§i L ]og Transmi anci

Absorbancia correg1da HéwBEf:Absorban-

sorbancia

corregida’de;céda’ FOchntfaéfdn

por referencia
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% GOSIPOL LIBRE =—20

Dondé:

mg de gos1pol 11bre en ]a a11cuota de
la muestra g ; :

PeSOnde la muestraykridu‘A

NOTA 1
muestra, dépéndé#de
Para har1nolinas
0.05%, el vo]umen d 1a achp ta sera dé 5 m] y para har1n011

nas con un a]to conten1do de gosipol ‘se pueden emplear 2 ml,
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VI.- - ResuLtApo v Drscusron

Pafé'estableceri1a metodologfa para determinar go-

sipol por e].méfddp;deECrOmatdgrafia de 1{quidos de a1ta7pre--

sifn, se hiciefdn5Va c1ones de] flujo y tipo de eluyente y -

los resultados’ obten1d s se muestran en la tab1a 1, en la que

se puede observarﬁque el?tiempo de retenc16n del 9051p01 var?a

depend1endoidg1f ipo de eluyente, Ta ve]oc1dad de f]uao y a -

presién.

El t1empo de retencién se ve afectadoﬂpor e] t1po
de eluyente, ya que 1a interaccidn de &ste .con 1a fase f1Ja va
ria dependiendo de su polaridad. Se obtuvo un mayor;tiempo de

retencién cuando se trabajé con las mezclas de metanol-agua, -
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que con las mezclas de acetonitrilo-agua. Se observa un menor

tiempo de retencién a mayor polaridad del eluyente.

. También se puede observar que al variar el flujo
cambia el tiempo de‘retencidn, éste es menor cuahdo et flujo
es mayor. -Se debe tener cu1dado en-la: seleccién de la velo-

cidad de f]ujo‘ ya que. cuando éstexh‘méhta en algunas ocasio

nes se Juntan dos p1cos en e] cromatograma, lmpidiendo su -~

1dent1f1cac16n adecuada.;”

Por otro 1ado cuando emp1eza a haber una sobrecar

ga de part?culas en' a co]umna, hay un aumentv en}]a presién,
afectandof “tien : retenC16n de Tos. compo,ujtes. Se ob-
servd'qbe‘e, :retenc16n es mayor cuando hay un aumen

to en 1a pres16n s1 se mant1ene la ve]oc1dad del f1uao cons—-

tante.‘jv7§1,’; e

Las condiciones 6pt1mas 2 1as que e llegaron pa-
ra 1levar a cabo la determ1nac16n de gos1po] libre, se mencio
naron en el método de cromatograffa de lfqu1dos de a]ta pre--

sién,

En marzo de 1984, aparec16 u: artfcu]o (12) sobre

la determ1nac16n de g051pol 11b _ OS}pol &ci A"acét1co por

cromatografia de 11qu1dos de a]ta pr sién, usando. g
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TABLA No., 1

MEZCLAS DE ELUYENTES Y TIEMPOS DE FLUJO PROBADOS PARA ESTABLE-
CER LAS CONDICIONES OPTIMAS DE SEPARACION,

Tiempo de .
Flujo retencidn Presidn

Composicién del e]uyentéf ‘mi/min nin atm

Metanol-agua _
100:0 1.0 7.62 76
80.20 Lo 6.77 7%
70.30 1o 6ds 76

Acetonitri]o-agua' i e
100:0 ;fhf = ifoyst L 38
982 . Lo | 48
: v46}

97:3 = ‘1.0
36

96:4 s
96:4 o1 B 40
95: - s 36

5 36
5

92:8 R b T
. ,
8

8

95:

92: 10 58 10

92: 2.0 24122



Eluyente: acetonitrilo -agua~ dc1do acéttco (7 2:1)
C01Umna' "u Bondapak Ci8
Tiempo de retenc1dn. 9 18 min.i o

' F]uJo L m]/mln..

‘.Eh'ég£ébh:tfddibise‘indica Que bajb esfas‘condi—-
ciones se obtlene una mefor separac1dn para la deteccidn de 90
sipol- acido acét1co detectandolos a una longitud de onda de -
254 nm. S1n embargo 1as condtclones obtenidas en nuestro tra
bajo, dﬁf1eten de Jos datos reportados del trabajo mencionado.
En nuestro EStqdjb se trabajd con una columna de fase inversa,

MCH 10, pero. diferente e]uyente‘(Acetonitri1o -agua; 92, 8) con

el cual se obtuvo una buena reso]uc16n a] hacer 1a determ1na-
cién en semil]m  ' i der1vados. También hubo . dlferen
cia en el tfempp L§'8 m1n)

Ac Tecer’ la'metodologfa para la deter
minacién de §9§i 0l hlZO un‘eStudTo comparativo -
de este mét&;oQ. e ,.ana]izando sus di
ferencias pﬁrq‘ eqte_en,el anélisis

de las ma]yaééas

n:1a ke muestranylos resu]tados del ”
contenido de. gosipolf.,, os'por el método de crOmato
grafia de 11qu1dos de a]ta<presidn y el método co]or1métr1co

en semilla de a]godﬁn y derivados
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CONTENIDO DE GOSIPOL LIBRE EN SEMILLA DE ALGODON Y DERIVADOS

Semilla de algodfn

Semilla de algoddn desengrasada
Harinolinas:

ALBAMEX Gerencia Regional de Occidente
ALBAMEX Gerencia Regional del Sur

La Hacienda

FLAGASA

Aceite
(Extraccién por método Soxhlet)

Aceite
(Extraccidn con disolvente en frio)

M&todo colorimétrico
mg/100 g de muestra + DS*

510.35 + 12,07
61.83 + 4.78

+ 1,06

W
o &
R ey
o N
+ . 1+

4.74

W w
S
o s
OO
R & o

H 470

2 072.00 + 0.68

*Se hicieron 10 determinaciones en cada muestra

TABLA Ndm. 2

F21e

1095130

Método HPLC
mg/100 g de muestra + DS*

455,36 + 28,67
39.09 + 1,91

16,38+ 0,85
g '18123;§5f§;49'  i

584 065
8604140

1+

013

10/691.10 + 0.25

e



En los aceites el contenido de gosipol es diferen-

:pua] fueeéxtréido‘ como se -

como: Berardi yGo1b'latt (6

gosipol,_goéifﬁ]v n




En julio de 1984 Stlpanovic y colaboradores (23)

demuestran la: 1nterferenciy‘envla determxnac?dn de gos1p01 por

aﬂpresen01a de - productos de oxida—

medio de ani]ina, deb1d

cidn de hidrolnza@qs grasos y trig]iceridos 1nsatu-

rados,

ba de "t
métodos, atin en aque]]os casos en donde la cantldad de‘gos1po1
obtenida en ambos métodos es muy cercana, como es e1 caso de
la semilla de a]godon. ' ' '

CONTENIDO DE GOSIPOL EN MALVACEAS -

Por ser mas especff1co el método de HPLC en la de-

terminacién de gosipo] ]1b e y para evitar 1a interferencia de
pigmentos de c]orof1]a,rse emp]eo este método en el an31151s -

de las ma]vaceas, que es la segunda parte de este trabaJo.

En la tabl é mugstra el contenido de gosipol -

1ibre de 1la, parte“ [ 11a'y hoja de las maTV&Ceaslanali-
zadas, se observa ‘Qntéhkdd es diferente ehTtﬁdas‘y tam
bidn difiere’ deigosipol libre que en la.hoja, -

siendo este:similar en_la planta de algodén.
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E1 gosipol puede estar presente en la semilla sin
contenerlo la hoja, como se puede apreciar en las especies - -
Hampea integerrima, Hibiscus clypeatus, Malvaviscus arboreus -

(1) variedaﬁfméxfcanafy Pavonia schideana.

Ademés se observé que dentro una misma especie --
existen var1ac1ones en cuanto a sus caracterfst1cas f?sxcas y
asu conten1dovde gos1pol ta] ‘es el caso de Ma]vaVIScus arbo-
reus en donde tres. var1edades se cTa51f1caron botdnlcamente -

igual,

pero qufm1camente su~conten1do de gos1po1 fué d1ferente

fa, mejor conocida

; eiaﬁqéééidhfdevagua

fresca, no contuvo-gosipol
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En la semilla Hampea integerrima el contenido de
gosipol 1ibre encontrado fué mayor que en 1a_sgmi]1a desglgo-
dén, por lo qUe resulta interesante en investigaciones'de big-
logia de Tla reproduccidn o per la p051b11idad de ser usadas --

estas p]antas para 1a a11mentac16n an1ma]
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TAQLA‘Nﬁm('3

CONTENIDO DE GOSIPOL LIBRE ‘EN LAS MALVACEAS ESTUDIADAS DETERML

NADO POR EL METODO HPLC.

ot e Sem111a I Hoja ‘
Nombre de ll‘a,plant‘a‘ ‘ mg/100 g de muestra  mg/100 g de muestra

Anoda,cr{§ﬁ§t$; f[ - e '?7.24“1' ‘ 3.52
Hampea ‘kih:f‘éélé‘f'f'ima‘f S ‘17:807.'00 o 0.0
H1b1scusiiﬂybeatus S f' 4.37 | s 0.0
Hibiscus rosé sinens1s « : 2.05:1 v . 1.87
H1b1scus_sabdar1ffa 00 0.0

Malvaviscus arboreus : :
maviedad mexicana (1) 82,69 0.0

Malvaviscus arboreus

variedad mexicana (II) -‘,>0;0 ~ ' v 0.0
Ma1vaviscus-arboreu53~ *f R B Y AT 0.75

Pavonia schidéana  ":.:3  333 0.0
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VII,-  CoNCLUSIONES

a.Basandonos en los resultados obtenidos en este es-

tudio se 1legb a las siguientes conclusiones:

En cuanto a la comparacion de Tos dos'métddos‘ém-
p]eados, el metodo de cromatografia de 1iquidos de alta pre--
516n es més ‘especifico que el método color1métr1co, e] oua] no
distingue entre el gos1pol y otros metabol1tos 0: pigmentos de

‘la'semilla de a]godon 0. de 1as p1antas

Por ser mas especfficos se pu

11515 de gos1po] no- 5610 en semi]]a:de5'

en otras partes de 1a p1anta como las hojas
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una gran cantidad de pigmentos y bajo contenido de gosipol, -

obteniéndose resultados mds confiables,

Ademéé, es kecdméndab]e'e1'uSd“dé14método'de cro-

matografia de 1?qu1dos de a]ta pres16n, pohque t1ene la venta
ja de que se puede emp]ear una cant1dad;>“ uestra pequena y

es mas rapida su,determ1nac1on3.wj$

tras malvi



\ Desde el punto de vista nutricidn animal, es: tam-—
bién de gran 1mportanc1a el estudio de estas plantasi(malvé-

ceas), pues cada dia se aumenta la busqueda de n: uentes

de alimentos’ para an1ma]es, yla presenc:a “de. gos1pol n una -
nueva d1eta elaborada con plantas s11vestres podrf serHla res

ponsable de- baJa product1v1dad, especia]mente en .nima]es mono

gastr1cos
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