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CAPITULO 1 

t. lntcpdycc lén 

El hollllr•, coMO anl•al h•t•rótrofo cubr• •u• n•c••ldad•• 

nutricia• con aJl.,.nto• d• orlo.n v•v•t•I y anlMaJ, 

La ..,lección d• loa •11....,to• o• b••• Rn I•• propl•dad•• 

orvanol•ptlcas, I•• po•ibilidad•u d• obtRnclón y alMAC•naml•nto 

••I collO Ja au•mncla d• •l•MRnto• tó•lcos. Todo ••to forma part• 

d•I coMportaml.nto alt...,tarlo d•I ho•bre y con•tltuv• un capital 

cultural qu• dlf•••ncla la• dl•tlnta• poblaclon••· Sab•mos hoy •n 

dla qu• gracia• a Ja tran•fo•••clón d• lo• all•Rnto• •• •llmlnan o 

•• pot.nciallzan los .. tabolltos •ecundarlo• natural•• y aqu•llo• 

Introducido• por el hoe!Jre. 

Lo• v•Q•t•I••• habitual•• •n la nutrición hu•ana ad•mA• d• 

nutrl-.nto•, contl•n•n proporclon•• varlabl•• de su•tanclas •In 

valor nutritivo• lnhlbldores de enzlg•u, saponlna•, fltato• 

oluco•lnolato•, 6cldo ar••nlco, cianuro, afloto•lna•, Rntre otra•. 

Lo• veo•t•I•• con•tltuyen un all..nto d• gran oc•ptoclón 

en el .. rcado nacional d.tlldo o •u alto cont.nldo .n •ln•rol••• 

vlta•inas y su baJo co•to, 
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Dtr la f•mili• de las Portulaceas, I• verdol•9a representa una de 

las mas utiliz•d•• en 1• dieta del mexicano, El aspecto nutricio y 

•oricol• de l• pl•nt• h• sido ~xtensamente aatudiado mientras que 

las suatancias antinutritivas ha sido abandonada. 

En la actualidad los lnorasos por familia son cada vez menores 

supliendo con ve~etale9 aproHimadamente el SOK de su dieta, los 

espaci•llstas en Tecnolooía da Alimentos debemos considerar, 

analizar v valorar no sólo la presencia de ~ustancias químicas 

como plaguicidas, aditivos, metales pesados, aino tambl•n l•s 

sustancias preuent•u naturalmente •n los mismos como taninos, 

alcaloides, oxalatos, olucowinolatos y nitratos para aseourar la 

c•lldad del alimento y por ende la salud y bienestar de loa 

consumidores. 
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Desde I• •ntloüedad lo• alimento• se h1n contaminado de form1 

natur•I, por microoroanistnoa, o por malas prActlcas culinarias. 

Los alimentos han sido involucrados como causas de ciertos tipos 

de c•nceras1 colón, próstata, •te. Dabemoa, eln duda, buscar no 

sólo los contaminantes &int•tlcos como posible• causas sino ademAs 

los pre9ant&• de mener• natural. 

La contaminación de los alimentos puede presentarse a 

distintos niveles• desde el campo, loa procesou da elaboración y 

env•s•do¡ en el hooar, por sobrecalentamiento, sobreconqel•ción, 

fre!do, ahumado y esterilización, 

E•l•t•n sustancias químicas que son perJudlclales para las 

células de un organismo heterótrofo <1e1 y que 1e encuentran como 

productos naturales l•• cu•l•• •ctüan como def•ns• en contr• de 

infeccione• bacterianas, fún9icae, at~que• de ln•actou ~ lnclu•ive 

contra h•rb!voros. Sin embargo éstas su•tancla• pueden actuar como 

agentes mut•oenos o cAncarigenoa, Juoando •l papel de 

endógenos de procesos dv9ener•tlvos, como wl daRo 

Iniciadores 

al material 

oenético CADNI, el RnveJeclmiento y laa enfermedades cardiacas 

<B,9,10,lll. 
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La discordancia encontrada entre el valor bloló9lco d• Jos 

•limento•, definido • partir de •U composición qulmlca o con 

modelo• experimentales animales, condujo al descubrimiento de las 

sust•ncias tóHic•s n•tur•lea. 

1.3 Generalidades da pqrtulaca oleracea (Verdol•g•> 

Las portul4ceas son hierbas suculentas que pos•en un 90.64K 

d• húmudad 171 y un contenido Importante d• compuestos fenóllcos, 

flavonole• y c-9Jlcoslflavonoldes, que han permitido establecer 

r•laclon•• fllogénlcas entre las familias de su mismo orden <el. 

Contl•n•n cierto número de 4cldos or9Anlcos, productos met&bóllcos 

de las células1 Acldo fórmico, Acldo succlnlco, 4cldo cltrlco, 

4cido ox411co, 4cldo m4Jlco, 4cido acotlnico, 4cido fumArico, 

tartArlco y benzoico. Todos éstos, son soluble• en a9ua y dos de 

ellos, el fórmico y el acético, son vol4tlles 13el. El •xtracto de 

asta pl•nt• contiene compuo~tos quámico•, farmacolóQicam~nte 

•ctivos comos catecolaminas, dop•, dopamlna y nor&drenalina, que 

funcionan como agentes relajantes musculares 1481. 
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Lt Pprtyl1c1 pltréc11 L, <v1rdo!1gal es un1 p!1nt1 d1 héblto 

r1atrero V di ciclo 1nual1 de rtlz plvot1nte y tlend1 1 formar una 

Mita d1 eo 1 40 cm di longitud, Pr1s1nta hojas !Gpatultdts d1 1 1 

3 cm de ltrgo obovadas, c1rnosaa y cr1c1n 1n disposición a!t1rna o 

en 1gr1gaclon1s alred1dor de los tillos rojizos y gltbros d1 lt 

p!1nta1 flor1s con e s6palo• y 5 pétalos. El ovario semllnf1ro y 

un fruto c1pau!1r, con sRml!la• de 1 mm du longitud d1 color 

negro. La p!1nt1 tlen1 s1bor !lg1r1m1nte 6cldo y•• comestlbl• 

<I, 31¡ conslder1d1 COMO la hortaliza••• ampll1ment1 dlstrlbuldA 

1n 1! mundo, cr1c1 desde ctmpo• humedos y de cultivo, h1sta en !te 

orll!ts d• las c1rreter1s y ctll•• cltadln••• 

Lt producción 1grlcola nacional de verdolag1 par1 199e en 

~Kico dur•nte I•~ te~por•d•w otoño-invierno, prim•ver•-v•r•no fue 

d• 304 y 456 toneladas con un valor total d•.30?,eoo y 345 1600 

nuevos pesos raspectiv•menta (Anexo 1>. 

L•• wntld•d•s f1der1tlvas que sobr1salvn_por su producción son1 

BaJe California Norte 140 toneladas> y 11orelos !?9el, con un valor 

tot1! d• producción de Nt 60,000 y NS 59e,000 respectivamente 

dur1nte el tño 199e !AnRKO e1, El Estado de BaJa California Nort1 

no tl1n1 producción d1 v1rdo!aga durant1 la t1mpor1d1 ot0Ro

lnvl1rno, mientras que el Estado d1 Hor1!os produce v1rdo!aga todo 

el tño y en gr1ndes proporciones (AneKo 31. 

En el sur d1 H6Klco, se 1ncu1ntr1n 1mpll1m1nt1 distribuidas. 
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Entre l•• especies de interés nutricio se encuentra la Portulaca 

oleracea L. y de ornamento, Pqrtulaca pilosa L., y Pprtulaca 

grandiflora, 

En México l• Portulfc• olvr+cea L. se le conoce con diferentes 

nombras lndioenas, 

En Hichoac6n ll•nou• tarasca>r Acahue-Cafthacua. En O•Kaca, !lengua 

z1potec•>1 Z••ch•, ZhRezhe, Shenche, Nocuana-zeeche, Pitu-lé, 

XeedKe. Tequltl, •n San Lui• Poto•ll Pítzltzemal, (lengua 

hu••twca>, en •1 sureste d• San Luls Potosí¡ Tzutcanl, <lengua 

otoml>, •n IK~lqullpan, Hldal901 Verdolaga, en la región C•ntral 

d•l Pal•I Xukul en YucatAn1 ltz-ml-qultl, llenoua azteca> y Xpulh, 

l•noua totonaca de la mierra norte de Puebla • 

EKl•t•n ademAs otras varl•dad•• de v•rdolaoa dl•tribuldas en 

nuestro pal• de lnterts ornam•ntal1 

Verdolaoa d• aoua, Ju••i••• r1p101 L. -Dn•orjc••• (Jtli•co, 

Veracruz, OaKaca, HéKico> 

Verdolao• blanca, Trl1nth•m• portulaca1trum L. -AizoAceas 

(Tabaeco, Blnaloa, D.F.> 

Y•rdol•o• bronca, Trl1nthgm• gortul•c••tcum L. -Al10Ac••s 

<Taba•co, Slnaloa, D.F.> 
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Verdolaga de ••r, Borrichia 1rbore1cto• L. DC.- Compuestas 

IYucaUnl 

Verdolaga del mtr, Bocrichia frut11cen1 L. oc.- Compuesta• 

IT•m•ullp•s a San Luis Poto•i, Verecruz, Yucatinl 

Verdolaga de playa, ~- AlzoAce•s 

Pl•nta de terrenos salados 

V•rdol101 da pu•rco, Alt101nthgra r1p101 L. Kuntz.- Am•r•nt•ceas 

CD.F., Otx•ca, Duran;o> • 

La Poctu11,1 ol1c1c11 L. Cvacdola;a>, po&ee una importancia 

nutricia consldarabl• &n todo "*xlco, donde se consum&n sus t•llos 

y sus hoJ•• &n for•a crud• ó cocld•, sol• o cotobln•d•, y como 

b•blda, 

L• población lnf•ntll da los pal••• en vi• d• desarrollo, 

••tlsf•c• su d9Manda nutrlcl• con ••t• vaget•l, rico •n vlt••ln•• 

y mln•r•lus 16,71 UNICEF 1980, 

1.3.1 Clasificación botinlc• < 1, e> 

R•lnoa 

División• 

ClllUOI 

Subcl•sa• 

Ordl!nl 

_Pl•nt .. 

f'tagnollophyta 

f't"gnol ~Op9lda 

Arqulcla•id&all 

Caryophlll•l•• 
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F•mlll;u 

Subhmlllu 

Género1 

Especie• 

Portulacaceae 

Portulacvae 

Por tu laca 

Portulaca oleracga L. 

l.~ Di•trlbucldn y toxicidad del Acldo oxAllco 

El Acldo o•Allco ICOOH-COOH> esta prcn1onte 11n nwnerosas 

plantas •n forma libra o •n forma de sales de sodio, potasio y 

calcio, ~&tes últimas insolubles en agua lle>. 

Los g~n&ros veg&tale• que contienen cantidades Importantes de 

oKalato• Incluyen entre otras Halogenton !barrilla), flWMUL_(lengua 

d• vac•>, Sarc9batu1 (palo de grasa>, Portulaca <verdolaga),~ 

(behbel), ~<rodador•) 13), 

Los oKalatos se encuentr•n en niv•les elevados •n los miembros de 

la familia Portultctccae 1 por lo oener•I en l•s hoja& más que en 

los tallos, tendiendo a •cumularse durante la noche e 

incrementándose conforma avanza su estado de madurez (44>. 

El Acldo oKAlico, interfiere con la asimilación del calcio y 

formación de c4lculos renales, son 

disociación de las sales de oxalato 

consecuencia de 

cAlclco lle>. La 

la débil 

to•icldad 

del Acldo o•Allco ea b•JaJ l• dosis letal mínima en el hombre es 
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de 5g P•r• un •dulto lle>. Alrededor del 50 X de los cAlculos 

ren•les son producidos por el oK•l•to c61clco, Estos •parecen 

frecuentemente entr• las personas que se •limentan con dieta• 

ricas en veoetales en l•• que los componentes fundamentalment• 

son ••Plnac• v ruibarbo, l•• cual•• contl•n•n cantidad•• el•V•d•• 

d• OK•latos. Sin emb•rgo¡ los cristal•• de OKal•to cAlclco son 

también p•tognómlcos de la OKalurla, una alteración hereditaria 

corr•spondivnte al de glicina, •n cual 

prActlcament• toda l• glicina sintetizada•• metabollzada a Acldo 

oKAlico, via Acldo glloK!llco 1se1. 

EA Acldo o••llco no es tó•lco por su acidez sino por I•• 

reacciones del Ión o•alato, éste es el único Acldo orgAnlco de las 

plantas el cual es tóKlco p•ra el ganado bajo condiciones 

n•turales 131>. El Acldo oKAllco es, un 6cldo débil v sólo en 

forma muy concentrada provoca la destrucción del tejido vivo 13>. 

Las hoJ•s da alf•lf~ :on rica~ en calcio, por lo que pueden ser 

utlllz•das para allm•ntar t•mporalmente a lo• animales que 

apacentan en aoostad•ros con poblaciones elevadas de plantas ricas 

en OKal•tos 13>. La administración del sacarato cAlcico, I• cret• 

prQpArada, el aoua de cal, las sales de magneaia son alounoa de 

los tratamientos que se dan a personaG con OK&luria. También se 
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prescriben ti9anas diuréticas y se favorece la eliminación del 

tóKlco con ejercicios pasivos y masaje principalmente de la reglón 

lumbar <53 >. 

Dnde el punto de vista nutricio, el problema prlnclpa.1 de 

los oKalatos es el de Interferir en la dlsponlblidad de calcio en 

la ración alimentarla. 51 consideramos que e.s g de Acldo oKAllco 

precipitan g de calcio, la disponibilidad de calcio de un 

alimento est• determinada por la relación •cldo o••llco-calclo. 

Alounos alimentos tienen relaciones altas1 ruiba~bo, e51 

espinaca•, 101 papas, 51 cacao, 6.61 té, e.6. Todos los alimentos 

que tenoan un• rel•ción supwrtor • e.es constituyen una mala 

fuente de calcio y oener•lmente se consideran descalcificantes 

oe>. 

Al vv•luar el riesoo tóKico al que se ven sometidos los 

consumidorv5 debemos considerar diversos factores1 no sólo la 

pres•ncia del veoetal sino la oenética, deficiencias enzimáticas, 

predlspoclón a la formación de cristales de calcio y el efecto de 

la dieta para hacer posible la manifestación de su toxicidad en 

forma •rauda, es d1ictr, su efecto dañino en el tr•cto 

gastrointestinal ue>. 
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El •f&cto •ntlnutrltlvo del ox•l•to qued• cl•r•mente llustr•do 

en los rewult•dos obtenidos en un eKperimento basado en la 

d•terMin•ción de c&lcio durante seis días, en Mujeres que 

r•clbl•ron alt&rn•tlvamente 3/4 partes del •porte total de calcio 

• •patlr de leche o de ••plnacas. 

El co•flclente de absorción <CAD) d&I calcio d• la leche es 

superio1·. Con l• Administr•ción de espinacas •• obsorv• una 

disminución del coeficiente de ab1orclun y la retención del 

calcio en el oro•nismo es de 1/3 con respecto a la obtenida con la 

leche. El aporte de calcio debe ser como minimo suficiente para 

satisfecer las necesidades del oroanismo consider•ndo las 

cantidades que quedan acomplejadas por •l alimento C12l. 

Los OKalatos producen disminución de calcio en la sangre, 

originando hlpocalcemla. Al bajar el nivel en calcio de la sangre 

disminuye considerablemente el poder coaoulante de la misma y &i 

este proceso avanza, se produce en el animal serios trastorno9 

mot~bóllco~. El pr~clplt•do ln•oluble bloquea los ~úbulos renales 

causando uremia, nefritis y c~lculos renales. En casou extremos el 

riñón puede incluso reventarse. Por lo 9eneral Jos sintoma5 

apar•c•n d• e • 6 horas de1put1 del enven•naml•nto y conslst•n •n 

depresión, disnea, postración, com• y mu&rte 13), 
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La Ingestión de oxalatos • través de la dieta rica •n 

V•get•l•a, produce síntomas de envenenamiento, efectos dañinos •n 

•I tracto Intestinal e hipocalcemia, Se ha est•blecido que en 

9•n•ral las plant•s que conteno•n más del lOY. de oxalato en b•se 

••e• pueden ocasion•r efectos tóxicos (13). Los efectos tóxicos 

crónicos d•pend•n d•I tl•mpo de consumo y de la carencia de 

vitamina D. Esta vitamina ea la respons•ble de la formación del 

1, e, 5-dlhldroxlcolecalclferol, hormona est•rolde producida •n el 

riRón, •nc•roada de regular el metabolismo del calcio, sobre todo 

su absorción ttn el intestino <51, Fasset,1973>. 

son1 

Las do•I• letales medias <DLa 0 l para las distintas especies 

DL.0 <humano, vla oral)• 5g/6B Kg de peso 

DL•o (perros) • lg/Kg 

DLaoo <ratón, vla parental) l.P. • 150 mg/Kg 

DLaoo <conejo, vla parental> 1.M.a eoo mg/Kg 

Limite de expoaición <HcCcOo> n lmg/m3 

1.5 Qu¡alca de oxalatos 

Los oxalatos <Fioura 1>, son ••les o ~steres formados a 

p•rtir del 4cido oK41ico, generalmente de sodio, potasio o calcio. 

Lo• oxalato• de sodio y potasio aon solubles en agua Y los de 
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c•lclo son lnsolubl•& • pH neutro o •lc•lino, p•ro solubl•• •n 

Acldo 130), Tienen sabor muy d•sagradable <34). Por la acción d•I 

C•lor loa OK•l•to• •• descomponen, Los •lcalinos, form•n c•rbon•to 

•lcallno daaprendl•ndose ó•ldo d• c•rbono1 los r•st•ntes ox•l•tos 

forman óxido, por •l•mplo, •I oxal•to cUclco .Y •l oKalato 

•agn••lco ('31. Esto •• logra a tetop•raturas sup•rlor•• • lo• 

~·c. 

La 01'Plnaca ha sido •111pllam•nt& estudiada, por dlv•rsos •u.torea, 

dond• se han utlllz•do dlf•r•ntes m•todos do coclml•nto y 

cons&rvaclón con el fin de reducir el nivel de oxalatos en la 

•ism• <4e, 45, 491, Se han reportado valores d• oxalatos en 

espln•ca fresca de 10.B5K !Toma, 19791, 

Estudio• recientes han demostrado que algunos.microorganismos 

como A1D1rgillu' nlger pueden •dapt•r ciertas actividad•• 

""zlmAtlcas para la producción de oxalatos (Jefferson •nd J.L,, 

Harrl11on, 19711, 

Acldo 

oxUlco 

Figura 1.- Estructura del ~r.ldo ox~llco Y.•u• sale• 

corr•spondlentes 

o • e - OK o • e - ONa 

o • e - OH o • e - ONa 

oKalato potAslco oxal•to de sodio 

Acldo neutro 
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1.6 Biosántesls de oKalatos 

Los oxalatos 5e orioinan a partir del metabolismo de los 

carbohldratos !Fasset,19791 por la vla glucolltica de la formación 

del Acldo 9llcóllco y su subsecuente oKlddción • Acldo 9lloxlllco 

!Figura e>. Este proceso se lleva • cabo por la acción del oxigeno 

una oKldaaa flavlnlca localizada en lo" •lcrac~lflf'o" 

peroKi•omas de las plantas. La oxidación del Qllcolato forma 

p•róxldo de hldró9eno, el cual se d•scompone por la catalasa 

presente en los peroMt•omas. El olioMllato es ulteriormente 

metabollzado a otros productou, tale• como 9Ucin&, oMal•to, 

formlato o co., se9ún la especie 114, 50 l. 

Fl9ura e.- Bloslnte&ls d• oxalatos 

CH.-OH CHO 

Glucóllsls ----> ----> 
COOH 

---------------> ("), 
O., H.o. 

----> 
COOH 

Acldo 9llcóllco Acldo Qlioxlllco 

CHO COO-

-------> -------> 
coo- coo-

Glloxllato Oxalato 
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1.7 ltec:anilNllO du acción de uxalatos 

Los OK•latos •ctUan como aoentes quelantes v reductores 

directamente en el metabolismo de los iones calcio disminuyendo su 

concentración plasmAtica e intervinivndo en la form•ción de 

cristales de calcio (51, Fasset,1979). 

1.B 11etabolisll0 de los oxalatos 

Los oxalatos eolubl•• v •l 6cldo 

nivel lnteatlnal1 pasan por •l hlgado 

sintetizado• v ~•pulsados a la sangr• 

o•Allco son absorbidos a 

donde •on elaborados, 

para su asimilación al 

organismo v posterior eliminación. Los o•alatos, como todAS las 

sustancias solubl•• se eliminan por el rlRón an forma 

Independiente al calcio. Sin embargo, an el rlRón por mecanismos 

de alteración de la reabsorción a nivel tubular o por ••ce10 de 

sustancias, los o•alatos se precipitan a través de un pH 

"'°dlflc~do y entonces ambas sustancies diluidas !oxalato y calcio> 

se unen para formar un compuesto sólido; ésto se lleva a cabo en 

la porción terminal del túbulo v cae a la• cavidades r&n•I•& en 

forma de c6lculo, El c6lculo puede ser ellmlnado de Inmediato 

porque es peque~o, pero tambl•n puedo acumular••• precipitarse 

m6s, el problema peralstlr v hacerse un c61culo grande. 
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Los excedentes son ellminados por vía renal, en forma 

sep•rada y es en el túbulo contorneado dlstal y el túbulo colector 

en que por transtornos de la reabsorción o por cambios en el pH y 

la osmolaridad pueden unirse ambos solutos <oxalatos y calcio> 

para formar cuerpos sólidos (cjlculos renales>. Estos cristales 

que se acumulan en la veJiga y •n la uretra pueden provocar 

irritaclón e inflam•ción con desórdenes posteriores como disuria y 

también pueden favorecer la presencia de infecciones <51>. 

1.9 tfutagénesls 

Una mutación se considera como una modiflcación &n la 

secuencia de las bases nitrogenadas que constituye el material 

oenético<DNA). Este cambio puede ocurrir en los oenes o en los 

cromosomas. 

Las alteraciones intraoénicas pueden producirse por 

sustitución de bases o pcir desfasa.miento ( 11 fr~mt?shift 11 ), La 

primera resulta de una transición o reemplazo de una base por otra 

d•l mlsmo tipo, o de una transvarsión, en la que una base es 

sustituida por otra d• tipo diferente. El desfasamiento consiste 

en •l corrimiento de l• secuencia nucleotidica por eliminación o 

por adición de bases. Las anomalias cromosómicas, pueden deberse a 

rearrmolos astructuralva, tales como inversión o tr•sloc•ción, o 

anomalías numéricas, como eliminación o adquislción de genes o 
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pedazos dv cromosomas, o cromosomas completos. 

Las mutaciones pueden resultar de l• acción directa de loa 

•gentes qulmlcos sobre el material genético, o sobre otros 

componentes celulares ligados en su funcionamiento, como por 

ejemplo, los que participan en la división celular, las protelnas 

de 1• cromatina y las •nzimas que contribuyen a la replicación o 

reparación del DNA. Las mutaciones pueden ser ventaJ09as, neutra• 

o tener manifestaciones p•tológicas, entre las que incluyan 

padecimientos congénitos y c4ncer. 

Es evidente que si se pretende estimar el riesoo qua 

representa un compuesto par• el hombre, las pruebas de mutaoénesis 

con y·stn inhibidorvs enzim4ticos, son lag fuentea idóneas. 

Lo& eKperimentos con sistemas biolóoicos <virus, hongos, 

b•cterias, plantas, insectos, cultivos de células de mamíferos, 

ratones, ratas, etc. ) resultan valiosos par• &valuar los efectos 

genéticos de los agentes qulmicos, dada su reproducibilidad, 

facilidad de realización, rel•tiva economía y corta duración. 

Una de las prueb•s mAs difundidas para la evaluación de 

mutacione• oénic•• es la prueba de Ames con Salmonella typhimurium 

(Ames, 1975). 

Las cepas mutantes <auKótrof•• his->, • difar•ncia de la• 

silvestr•s (protótrofas,his+>, requieren histldlna para llU 

crecimiento debido • qu• pr•sentan una mutaciOn en al operón de la 

hlatldina, La prueba se~~a en l• capacidad del agente qulmico 
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par• •ctuar sobre dicho operón, revirtiendo el fenotipo, lo que 

permite a Ja cepa crecer en medios que carecen del aminoAcido o 

con c•ntldades limitantes del mismo. 

Una de las ventajas de esta prueba es que permite conocer no 

tan solo si un •gente es mut4oeno, sino también el tipo de 

mec•niemo a través del cual induce l• mutación. Esto es debido a 

que las cepas de prueba ee obtuvieron mediante la inducción de 

mutaciones de tipo de sustitución de bases ( cepas TA 1535 y TA 

1001 o deafHamlentc; de la Hcuencla nuch•ot.ldica < c"pas TA '18 1 

TA 1537, TA 15381, lo que Implica que su reversión requiere de 

sustitución de la base adecuada vn el primer caso o eliminación de 

bases en •l ••oundo p•r• correr la secuencia y reatablecer el 

códiQO Q•nttlco 120). 

La acción directa de los a9entes qulmlcos sobre los 

componentes cvlular•s, constituy•n un riesoo para la población. 

Sobre todo por vKposición crónica, aún cuando no se alcancen 

niveles muy altos de est•s sustancias. Estos niveles aumentan, 

inclusive, al cocinar y al preparar los alimentos de uso diario, 

pero no presentan riesgo par• ciertos seres humanos y animales, 

que han desarrollado un tipo da raslstencla 18, '1, 10, 11, 20, 21, 

22). 

En los vegetales comestiblos se han Identificado una amplia 

variedad de factores oenotóKico& n&tur•les, como los compueetos 
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fanólicos, que se unen • los receptor•• celul•res, ocasion•ndo l• 

prollf•r•clón c&lular1 la quercetlna, un bloflavonolde 

e•t•ns•mante dl&tribuldo en la& plantas superiores¡ las 

hidr•zinas, compuestos natural•• presentes en los honuos 

comestibles¡ el safrol, quw se wncuentra en 1• raíz del sasafr~s. 

Los apios, higos, p•reJll, chlrlv!as, contienen furocum•rln•s que 

•l svr •ctlvadas por la luz, forman carcinógenou potentes1 las 

quinon•u presentes en el ruib•rbo •ct~an como electrófllos o 

Aceptando •lectrones p•ra formar semtquinonas, qu• • su vez 

reaccion~n directam•nte con el DNA, o bien favorecen Ja 

de superó•ldos repercutiendo en la llpopero•ldaclón 

formación 

con la 

Para poder •firmar que un metabollto po••• actividad 

genotóxlca, debe ser capaz de realizar dos funclon••• Introducir 

una l••lón premutaoénica al ADN y al mismo tiempo Inducir •l 

sistema qua proce&ará la !•&Ión del ADN necesaria para producir 

una mutación. Adem~s dvb• comprobar&• au mutaoenicidad tanto •n 

los sistemas bacterianos como en mamíferos, determinando sus 

metabolitos Intermediarios, austltutos inocuos y tiempos de 

••posición y consumo. Sin emb•rgo las reoulacionea de ••posición a 

lo& •oent•• qulmicos no reducen el riesoo de c~ncer, puesto que en 

vl •mbivntv, un organismo estA expuesto a muchos de ellos, 

incluy•ndo los pres&ntaa en forma n•tural, que no se h•n estudiado 
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<S, 10, e11, as! como el tipo de vida, hAblto1 sociales (fumar, 

beb•r>, etc, AdemAs, los Individuos poaean mecanismos de 

protección, <reparación, inmunológicos ••• > que pueden impedir o 

disminuir la ocurrencia d•l daño. Se ha ob•ervado que cada persona 

puede verse afectad& en forma diferente de&pués de una exposición 

comparable a una misma sustancia <eO>. 

Antlmut&geno ••• cuAlquler •oente que reduce la aparentw 

reacción espont6nea Inductora de mutaciones, sin tomar ~ 

los 

blo-

consideración los mecani•mos involucrados. Actualmente, 

antlmutAgenos se han dividido en desmutá9enos 

antlmutA9enos <e4, e5, e6>, 

y en 

Un desmutAoeno pueda ser, l• mayoría de las veces, un 

metabolito de alto peso molecular que prevalece biológicamente y 

quv reacciona o se une preferentemente a mut&oenos y a radicales 

libres <e4, e6>. 

Los desmut~oenos, 

modificaciones qu!micas y 

en prim~r~ inct~nci~, 

bloqu!mlcas de los 

pueden c•u5ar 

mutAoenos y 

carcinóoenos pr•viamvnte al daRo que pudier•n causar en el DNA, 

nwutr•llz•ndo los lesiones mut•9énic•• o pr•mut1génicas causadas 

por compuestos químicos o por los propios mecanismos de reparación 

del DNA Por otra parte, lo& blo-antlmut,9eno& r•ducvn las 

mut•clonas que interfiervn ft1 Jos procesos celulares de fiJ•ción 
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d• I• 111.1.taclón, Interviniendo tnclu•o en los proceaos d• 

r•par•clón y replicación del DNA de las células af•ctadas 19, e4, 

es, eb>. 

En 9eneral, I• antlmutagénesls puede actuar previniendo la 

formación de mut49enos, Interceptando y eliminando tales mutAgenos 

vla tisular o Intracelular ó lnterc•ptando a loa mutAgenou con 

enzimas o con compuestos pre•entes en los liquido• lntra y 

entracelulares 124, 2b). 

mlcronutrlmentos pueden tener efecto antlcarclnoglnlco, por 

e~emplo, la vitamina A, C y El el betac~roteno, el sel•nlo y el 

calcio. Estos estudios, Indican que vegetales, 9ranos y frutas 

pueden contener •n constituyentes no 

nutritivos con actividad antlcarclnogénlca. Tal es el caso de la 

fibra cruda. El a~o, col, svmllle de soya, Jengibre, zanahoria, 

ceboll•, limOn, nar•nJa, uva, triQO entero, •rroz moreno~ tom•te, 

p•pa, barenJ•na, pimtent•, coliflor, cebada, •vena, menta, 

or~gano, pvplno, romero, tomillo, cebollina, clavo, anis~ bayas, 

son algunos alimentos que posiblemente preaentan actividad 

antlcarclnogénlca 15). 
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l.10 Justificación 

El consumo de Portulaca oterAcea L. <verdolaoa> forma parte 

de nuestra dieta. La producción agrlcol• nacional de verdolaga 

p•ra 1992 fue de 840 toneladas, por lo tanto, podemos asumir que 

hay un alto consumo de aste vegetal, sobre todo por las clases 

populares. Este vegetal ae c•ractertza por ser un alimento 

barato, delicioso y nutritivo. Su valor nutricional, estriba en 

ser un importantR portador da nutrimentos especi•lmente vitaminas 

y minerales. Sin embargo, también e•iate la posibilidad de 

encentrar en la verdolaoa compuestos qufmico• tóxicos prea&ntes de 

Manera natural y en concentraciones probablmmente elevadas. Tal es 

el caso de los o•alatoa CStuart, A, 1989J, Se han reportado 

en verdolaga concentracton•• de oxalatos an base seca del 8~ 

CPeMa, Silvia, 1991l y 9,69~ CTabekhia, H. 1979J, Ahora bien, la 

espinaca CSoinacia oleracea L.), posee concentraciones de oKalatos 

del 10.BSX en base seca CToma, R. 1979J, Ambas plantas pertenecen 

• la misma especie, por lo tanto, cra•mos que la verdolaga elegida 

para este e•tudio poseer~ tambi~n concentraciones elevadas de 

oKal•tos, 

Algunos investioadoras han sometido • Ja verdolaoa a diversos 

métodos de cocción CToma, R. 1979] con ul fin de lograr una 

disminución significativa de estos niveles de o•alatos, Por otro 

lado, se ha establecido qu• en general las plantas que contengan 
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un 10~ de oxal•tos en base seca pueden ocasionar •f•ctos tóxicos 

CCheeke, P. l985J e Inclusive genotóxlcos dada esa •levada 

concentración CEsplnosa A. Javier¡ comunicación personal 

Departamento de Investigaciones Biomédicas, 1994J. Slm enbargo, si 

bien es n•cesarlo probar la mutagenlcldad de un compuesto que estA 

Qn contActo con el aur humano a tr•vés de los alimentos, también 

resulta de gran Interés estudiar los poslbl•• efectos 

•ntimuta9énicos, ya que muchos compuestos químicow presantes en 

las plantas poseen esta actividad, 

Puesto que hasta el momento no se han realizado estudios en 

base a la actividad mutagénlca y antlmutagénlca de los oxalatos, 

surge la nec•sldad de llevar a cabo un estudio toxicológico y 

genotóxico d• eatos compuestos presentes en pgrtulaca olerAcee L. 

<verdolaga>. 

- 23 -



1.11 llbJetivos 

1.- R•allzar un ••tudio qulmlco y venotóHlco de los OHAlatos 

presantes •n Pprtulaca pl•r•ceo L. <verdolaga). 

ObJ•tlvo• específicos: 

1.- Cu•ntific•r los oKalatos presentes en verdolao• antes y 

después de los tratamientos térmico&. 

3.- Probar la mutavenlcldad y antlmutagenlcldad del &cldo 

Ox~lico en Salmoo1lla tyohimurlum 

d• las cuales se desprenden las slgul•ntes hipótesis: 

i.- Ln concentración de oxalatos en Portulaca oleracea L. 

<verdolaga> es elevada. 

e.- Los ox•l•tos son compuestos t9cmol4biles, por lo que con 

un tratamiento térmico, dlsmlnulr4n de manera significativa. 

3.- El 4cldo ox411co e5 un Q~ente tóHlco a nivel celular. 
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CAPITULO e 

2. Materiales y métqdo& 

2. l Reactivos 

- Agua deatllada 
- Acldo sulfúrico concentrado o.e5N, IN 
- Mezcla catalizadora 
- Acido bórico al 4Y. 
- Acldo clorhldrlco O.IN, O.bN, IN, bN, 25Y. 
- Pastl lln de cinc 
- Hidróxido de sodio al 33Y., 0.31N, IOY., SN 
- Asbesto de fibra larga 
- Acldo-etllén-dlamlno-tetracétlco O.OeN 
- Calcóncarboxlllco <indicador) 
- Solución reguladora de amonios O.OlN 
- Negro de erlocromo <Indicador) 
- Calcón 

·., - Solución de agua d¡¡stll;o.da-molibvanadato de amonio 
- Solución patrón de fósforo <O.lmg/mll 
- Cianuro de potasio 
- F•rroci•nuro de potasio 
- Tri•t•nolamlna-calcón 
- Hidróxido de amonio diluido IN, 5M, 2Y. 
- e,4-dlnltrofenol 
- Ortofenentrollna al l,5K en etanol al 95Y. 
- Clorhidrato de hldroxllamlna al IOY. 
- Disolución patrón de hierro (10 ppml 
- Tetr•cloruro de carbono 
- Azul de timol <Indicador) 
- Solución de carbamato al o.e Y. 
- Disolución de ditizón en tetracloruro de carbono al O.Ol Y. 
- Eter dietlllco 
- Citrato de aMonio 0.4M 
- Disolución patrón de cinc <eug/mll 
- Solución de ditizona 
- Solución patrón de plomo <lmg/mll 
- Solución de tartrato ~ódico-potesio 
- Solución valorada de permanganato de potasio O,OeN 
- Solución patrón de oxalatos al IY. (NaaCaO~l 
- Solución de cloruro de calcio <IOOOppm·~e Ca e+l 
- Acldo oMálico puro, grado reactivo 
- Medio mlnimo E. de Vogel-Bonner 
- Agar de superficie <Bacto agar O.bg, cloruro de sodio 0.5g, 

agua destilada IOOmll 
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- Caldo nutritivo 
- Solución buffer de fosfatos pH=?.4 
- Homogenado hepático (fracción S-9> 
- Cepa pura de Salmonella tyohlmurium * 
- 2-amlnoantraceno <O.OIQ/1000 ul, IOOu9/IOOOul> 
- 1-nitropireno <0.05ug/10ul, 5ng/10ul> 
- ·Mezcla crómic,.,, al 5Y. 
- Cloruro de potasio al 0.15M 
- L-histidina 0.5mM/biotlna 0.5mM 
- L-histldina O.IM/biotlna 0.5mM 
- Cloruro de magnesio 0.4M/cloruro de potasio 1.65M 

* Donación del doctor Bruce N. Ames, Bloch&mlstry Department 
Unlversity of California, Berkerley, California, USA. · 
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2.2. Hateriales 

- Verdolaga fresca 
- Papel aluminio 
- Tijeras 
- Frascos de vidrio con tapaderas 
- Crisoles de porcelan• 
- Desec•dor 
- Plnzag 
- Guantes de asbesto 
- Matraces KJeldhal 
- Matraces erlenmeyer de !OOml, 250ml, 125ml 
- Vasos para grasa, anillos y Juntas de hule Goldflsh 
- Portacartuchos 
- Papel filtro Whatman No 5 
- Vasos Berzellus de 500ml 
- Pipetas de Sml 
- Embudo de tallo largo para filtración 
- Embudo de separación 
- Matraces volumétricos de 25ml, 50ml, IOOml y 250ml 
- Plseta de 200ml 
- Probeta graduada de Sml, IOml, 20ml, SOml, lOOml y 250ml 
- Pipetas volumétricas de lml 1 2ml, 5ml y 10 mi 
- Tubos o celd•s para espectrofotómetro 
- Matraces aforados de IOOOml 
- Perlas de vidrio 
- Mortero con pistilo 
- Tubos para centrifuo~ 
- Termómetro de 2oo•c 
- Parrilla ~léctrlca 
- Soporte 
- Recipiente para b"año maría 
- TuboG de ensayo de 22*150 con tapón 
- Tubos de ensayo de 13*150 con tapón 
- Fiitros milllpore 
- Frascos viales 
- Puntas desechables 
- Mechero, triple metálico, tela de asbesto 
- Cajas de Petrl 
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e.a. F.qulpos 

- Bomba para vacío marca Felisa, modelo 1402 

- Espectrofotómetro marca Spectronic 210, Mllton Roy 

- Medidor de pH Conductronlc pH eo 

- CentrlfuQa de 3000 rpm marca IEC, Model 2K 

- VorteK marca Sybron 

- Estufa con vaclo Electrlc Company Blue M & Thelco 

- Mufla marca West, Calsa Huppert 

- DIQestor macroKJeldhal marca Labconco 

- Equipo para Goldfiah marca Labconco 

- Equipo para fibra cruda marca Labconco, modelo EFC-600 

- Balanza analltica marca Mettler H35 AR 

- Flamométro marca Cornlng 400 

- Incubadora &Gt~tica e incubadora con aoitación marca American 
Optical 

- Autoclave m~rca AESA, modelo CV 300 
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e.4. TrabaJos personales 

Paca al presenta estudio, se utilizó la porción comestible 

(tallos y hojas> de Portulaca ol1cAcea L. <verdol•9a>, la cual se 

adquirió de la Central de abastos, lztapalapa, Distrito Federal en 

Enero de 1993. 

Preparación de las muestras 

a> Nuastr• cruda1 La verdol•~• frese• se limpió, se secó durante 

dos dlas a una temperatura de 44'C y se molió manualment~ en 

•orteco, colocando la muestra en un recipiente cerrado a 

temperatura ambiente. 

bl Muestra cocidar La muestra de verdolaga limpia 150 g 

•proKim•damente> se sometió a un proc•so de cocción en un 

recipiente cubierto durante 10 y 15 minutos a temparatura de 

ebullición del agua 190'CI en un volumen Inicial de 350 mi de agua 

suficiente para cubrir la 111Uestra. 

Una vez tr•nmcucrido el tiempo de cocción, se separ•ron las tortas 

del liquido de cocción para su secado en charolas de aluminio 

durante dos di•s • 44°C. Las muestras secas se molieron en un 

mortero y se guardaron en un rvciplante cerrado. 
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e.4. l An.tllsls prod•iill IAOAC, 19901 

Determinación de humedad. 

Fundamento 

Esta técnica se basa en la evaporación total del aoua 

mediante calor. Se considera que la pérdida de p•so es aoua. Si la 

mueGtra qua sa VA 4 aocar solo nervir4 para determinar humedad, se 

utilizan temperatura• de 100 hasta 105ºC por un periodo de 4 

horat1. 

Si la muestri1. • secar se uti 1 izarl. pat·a hacer otras 

determinacion•• deber4 hacerse entre 55° 

noche. 

a 60ºC durante toda la 

Conocer •I contenido de humedad de un alimento es de oran 

importancia piilriil pod•r darle un valor r•al a I• cantidad do los 

dem6s componentes que lo constituyen. 

Procedimiento1 

Se pesaron 1500 de cada muestra por separado •n charolas •. de 

aluminio <previamente pesadas) • L•• muestr~• ••-~3c•ron dur•nte 

2 días en la estufa con una temperatura de 44°C, Se retiraron de 

la estufA y se dejaron enfri•r en un desecador, para después pesar 

una vez alcanzado •I equilibrio con la temperatura ambiente. 
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Célculos para determinar el Y. de humedad de la muestra: 

Humedadc <A-Bl*IOO / M , donde 

A• Peso de la charola + muestra 

B= Peso de charola + muestra después de secar en la estufa 

M= Peso de la muestra 

Y. Materla secam 100 - Y. humedad 

Fundamentos 

Esta determin•ción se b•ua •n someter l• muestra • combustión 

entre 550 hasta 600•C, La materia or9énlca se oxlda y las cenlzas 

resultante• son consideradas la parte mineral del alimento. 

Procedlmlento1 

Se pes•ron de 

porcelana previamente 

600'C1 las muestras 

1 • e gramos de muestr•, en crisole• de 

pesados y calcinados durante dos horas a 

se sometieron a una temperatura de 550°C 

durante el tiempo nacesario par& obt&nQr cgniz•s blanca5 o Qri9e5 

homogénea•• Se debe tener cuidado que 14 temperatura no eKceda los 

550'C, pues de lo contrario se produce la volatlllzaclon de los 

cloruros. 

Obtenidas las centzag, se transfirieron al desecador para su 

c'lculo. 
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C~lculos para la determinación cenizasz 

Y. Cenizas en base seca= Peso de las cenizas*lOO / Peso de muestra 

<Y. Cenizas en 8.8.) * <X Materia seca) 

Y. Cenizas en base humeda= ---------------------------------------

100 

Y. Materia oro~nica= 100 - Y. Cenizas en base seca 

Fundamento a 

Determinaci6n de proteínas 

Método macroKjeJdhal, AOAC, 1990) 

El método consta de dos fases1 la digestión, en la cual se 

lleva a cabo la destrucción de la materia orgánica y Ja fijación 

de nitrógeno como sulfato ~cido de •monio y destilación en donde 

sa libera el nitrógeno en forma de amoniaco, que _se recibe en una 

solución de ~cido bórico, formando el borato de amonio que se 

titula con solución de ácido clorhldrlco O.IN. 

Para estimar el contenido de proteína en base el contenido de 

nitrógeno, se multiplica este último por un factor llamado factor 

nitrógeno, el cual se calcula en base contenido de nitrógeno en 
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las proteínas. En la mayoria de las proteínas ve9etales el 

promedio de nitró9eno 1 es de un 16Y., esto significa que cada 

unidad de nitrógeno estA contenida en 6.25 unidades de proteína. 

El contenido de proteína calculado de esta manera no puede 

asegurarse que provenga ewclusivamente de proteínas, razón por la 

cual el resultado obtenido se le llama proteína cruda. 

Procedimiento1 

Se pesaron lg de muestra, 10g de muestra catalizadora y 5e 

adicion•ron es ml de ~cido sulfUrico concentrado y tres perlas de 

vidrio, posteriormente se procedió a diQerir la muestra hasta 

obtener una solución de color verde transparente. 

Una vez enfriado a temperatura ambiente, se añadieron al 

matraz 300 mi de agua destilada, granallas de cinc, 100 mi de 

hidróxido de sodio al 33Y. y se procedió a Ja destilación, El 

destilado 1250 mil, se recibió en una solución d~ ácido bórico al 

~Y. al que se le añadieron previamente tres gotas del indicador, 

por último se procedió a Ja titulación. 

Cálculos a considerar en Ja determinación de proteínas ~egUn el 

Método macroKJeldhal1 
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% Nitrógeno ~ ml Mc1 * N Mci * meq N * 100 Peso de muestra 

Yi Protetna cruda en base seca ~ % N * 6.25 

% Protetna cruda en B.H.= Y. Proteina cruda<B.S.>* Materia seca/100 

Determinación da grasa cruda 

Fundamento 1 

La volatilización y condensación del •ter anhidro sobre la 

muestr•• produce un• raclrculación continua por medio de l• cual 

se eKtrae todo el material soluble. 

Procedlmlento1 

Se pegaron de e • 3 Q de muestra molida y seca en papel 

filtro, la cual 9e depositó dentro del portacurcho, colocAndolo en 

la abrazadera del aparato Goldflsh. Por otro lado, el vaso para 

Goldfish se puwo • peso conatante dur•nte dos horas a una 

templll"iltura de aoo•c, se enfrió y pesó, después se le añadió .tter, 

aproKlmadamente 50 mi y se colocó en el aparato para Goldflsh. 

Se calentó con parrilla eléctrica bajo una campana cerrada durante 

•proKlmadamente cuatro horas. Una vez transcurrido el tiempo, se 

r&tlró el portacartucho. Se guardó la muestra desengrasada para la 

det&rmlnaclón posterior de fibra cruda. Después se procedió a la 

evaporación total del éter. Se secó el •Ktracto a 100°c, se enfrió 

y pesó, 
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CAiculo para determinación de grasa crudaa 

Y. Grasa cruda base secam Peso de orasa * 100 / Peso muestra 

Y. Gr•s• cruda base hUmedaa % Grana cruda B.S, * Y.Matarla ueca/100 

Determinación de fibra cruda 

Fund.omentoa 

La fibra cruda es la porción Indigerible de los alimentos. EstA 

constituida por celuloaa, hemlcelulosa y llgnlna principalmente. 

La muestra seca y desengrasada se somete a una primera digestión 

Aclda y posterloment• a una smgunda digestión alcalina. 

La materia org6nlca del residuo obtenido es la fibra cruda, 

Procedimiento a 

Sa pesaron de 1 a e o de muestra dasengra&ada, •• colocó en 

el vaso digestor, :e adlclon•rcn 200 mi de 6cldo sulfúrico o.e5 N 

y se llevó a ebullición durante 30 minutos, Al cabo de este 

tiempo, se filtró en tela de algodón en un Buchner y se lavó con 

agua destilada caliente, una vez lavado el residuo, este se 

transfirió cuantltatlvamonte al va•o digestor, se le adicionaron 

eoo mi de hldróKldo de sodio 0,31 N caliente y nuevamente se deJó 

ebullir durante 30 minutos. Se filtró, se lavó con agua destilada 

caliente, El rusiduo limpio se colocó en un crisol de porcelana 
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pue&to previamente a paso con•tante y ae llevó a la estufa para 

secarlo a 60-70°C dur•nte toda la noche. Transcurrido el tiempo, 

se enfriO y pesó. Posteriormente se colocó en un crisol en la 

mufla para calcinar el residuo a 550-600ºC durante una hora. 

Se enfrió y pesó. 

C•lculos para f lbra cruda1 

X Fibra cruda sd = Y. Fibra cruda saca y desengrasada 

K Fibra cruda sda Peso de fibra * 100 Peso muestra 

Pemo Fibr•• <Peso crisol + mu~stra antes de incinerar> - <P•so de 

crisol después de inclnerarl 

K Fibra cruda base seca muestra original• K FCsd * CIOO- K Grasa 

base secal I 100 

K FC base húmeda= K FCBS * K Materia seca I 100 

Fundamento• 

Determinación de RKtr•cto libre de nitrógeno 

CMétodo de Weendel 

El e•tracto libre de nltrogeno IELNI mide el contenido de 

carbohidratos no estructurales presentes en el contenido celular, 

éstos son monosac4rldos, disacáridos, trlsac4rldos y almidones, 
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Y. ELN (base seca>• !00 - <KPC + KGC + KFC + KCI 

Y. ELN (base húmeda) • ELN (base seca> * Y. materia seca I 100 

Y. PC • K Protelna cruda 

Y. GC • X Grasa cruda 

Y. FC • Y. Flbr• cruda 

X C • X CRnlzas 

e.4.e An411•l• da •lnarala• 

Se pesaron e g de muestra seca y molida y we procedió a la 

detarmlnación de ceniz••· 

Las cenizas obtenidas su disolvieron con S mi de Acldo 

clorhldrlco 6 N, se calentó hasta ebullición. Posteriormente ae 

aforó a 100 mi con agua destilada. Finalmente se filtró y guardó 

la solución. 
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Determinación de calcio <Ca> 

Procedlmlento1 

Se tomó una alícuota de 10 ml del filtrado anterior,se 

a~adleron 5 mi de hldróKldo de &odio 5 N, 1 mi de calcón, 10 gotas 

de cianuro de potasio, 10 Qotas de clorhidrato de hidroKilamina, 

10 gotas de trletanolamina y se procedió a la titulación con el 

Acldo eti!Rndlamlnotetracético CEDTA> 0,0eN, 

~•q Ca/1 • ~¡ •DTA * N •oTA • 1000 * dilución I al!cuota 

Determinación de calcio y magnesio CCa y Mgl 

Procedimiento1 

Se tomó una al!cuota de 10 mi del filtrado, &e a~adieron eo 

QOt•9 de solución r&QUl•dOr• da ~monto, 5 QOtas de negro de 

erlocromo, 10 gota& de cianuro de potasio, 10 gotas de clorhidrato 

de hldroKllamlna, 10 gota& de ferrocianuro d potasio y 10 gotas de 

trletanolamlna¡ finalmente se procedió a titular con 

6cidoetllendiamlnotetrac0tico O.OeN <EDTA>, 
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C41culos1 

meq Ca-Mg/I =mi •DTA * N KDTA * 1000 *dilución I Allcuota 

Determinación de magnesio <Mg) 

Conociendo el valor de meq Ca-Mg/J y el valor de meq Ca/J, se 

puede conocer •I valor de meq Mg/J por diferencia de Jos primeros 

valores. 

Determinación de fosforo (p) 

Fundamento• 

La determinación de fósforo se basa en la reacción de Jos 

Iones fosfato <PD->3-, con Jos Ion•• mollbdato <Moo-> y Jos 

van~dato <V03-I en un medio fuertemente 4cldo para producir un 

compuesto de color amarillo llamado acido mollbdofosforlco. 

El desarrollo de color se mide empectrofotométrlcamente. 

Procedlmlento1 

A una allcuota de e mi se Je aRadleron JO mi de reactivo de 

mollbdovanadato y se aforo a 50 mi con agua destilada. Sw agito y 

dejó reposar durante JO minutos¡ a continuación se procedió a leer 

la absorbanci• a 400 nanómetros. 
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Se utilizó una solución patrón de fósforo C0, 1 mg/ml >, de la 

cual se tomaron diferentes alícuotas y se procedió de la misma 

forma que para la muestra, Para conocer la concentración de 

fósforo en la disolución se interpoló el valor de su absorbancia 

en la curva de calibrado que se trazó mediante las lecturas 

correspondientes a las disoluciones patrón de fósforo. 

C:4lculos1 

mo pa Abs~rbancia I Pendiente de la curva patrón 

50 

mg p • • 100 

al ácuota 

XP m -------------------------

1000 • Peso muestra 

Determinación de hierro CFe) 

Fundamentos 

El hierro se determina previa reducción al estado ferroso 

mediante el cloruro de hidroKilamina y formación subsiguiente de 

un complejo ferroso con la ortofenantrolina que es un compues~o 

con anillos quelados de color rojo intenso. 
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Procedimiento• 

Se tomó una alícuota de 5 ml de filtrado, el cual se ajustó• 

un pH entre 1,5 y e.?, seguidamente se affadieron e mi de 

clorhidrato de hldroKilamina y mi de una solución 

ortofenantrolin• al 1.5Y. y se aforó a 50 mi con agua destilada5 a 

continuación se procedió a la lectura aspectrofotométrica a una 

longitud de onda de 490 nm. 

La concentración de hierro en la disolución se dedujo de la 

curva de calibrado que trazó mediante las lecturas 

correspondientes a las disoluciones patrón de hierro, 

Se trabajó con una solución patrón de hierro de 10 uo!ml, se 

procedió de igual forma que la muestra, 

C~lculos1 

mg Fe ~ Absorbancia I Pendiente de la curva patrón. 

mg Fe • <50/Bllcuota>• 100 

X Fe • ----------------------------

1000 •Peso.muestra 
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Determinación de cinc <Znl 

Fundamentos 

La forma ácida de la dlfenlltlocarbazon& ldltizónl es soluble 

an tetr•cloruro de carbono, mientras que l• sal de amonio es 

voluble en •gua que contenga un lioero eKceso de hidróxido de 

•monto. El ditizón forma complejos con el cinc, el cual puede ser 

eKtraido de una solución acuosa por tetracloruro de carbono a 

pH entre 8 y 10, 

Procedimientor 

Se colocó en un embudo de sep•r•ción una alícuota de 5 ml, se 

le añadieron 40 mi de ácido clorhldrlco 0,02N, 50 mi de solución 

reouladora de citrato •mónico y 3 ml de una solución de 

carbamatos. Se ajustó el pH a e.s-e.e con hidróKido de amonio o 

Acldo clurhldrico. Se añadieron 10 mi de solución de ditlzón y se 

a9itó durante 5 minutos. La fase oro&nica se transfirió a otro 

ambudo de separación y se adicionaron 25 mi de hldróKldo de amonio 

0.01 N y se agitó. De la fase oro4nica se tomó una alícuota de 

S·ml y se aforó a 50 ml con tetracloruro de carbono, se midió la 

absorbancia a 540 nm. La cantidad de cinc presente se determinó 

por comparación con una curva patrón preparada de forma idéntica, 

pero con cQntidades conocidas de cinc~ 

L• solución patrón de cinc tenía un~ concentración de 2ug/ml. 
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Cálculos• 

mQ Zna Absorbancla/ Pendiente de la curva patrón 

mQ Zn * (50/&llcuotal •100 

X Zn a ----------------------------

Fundamento• 

1000 • Paso muestra 

Determinación da sodio <Na> y potasio <K> 

<Excitación por flama> 

Cuando se roela una muestra • la flama, el disolvente se 

evapora o quema, dejando partículas diminutas de los compuestos 

•ólido• presentvw •n la muestr•· Esto• se evaporan y se convierten 

parcialmente en átomos Q&seosos. Una peque~a fracción de éstos 

átomos son excitados por la enerQla térmica. Estos átomos 

excitados no son estables por largos perlódos y reQresan al estado 

basal con emisión da luz ultravioleta o visible. Esta lu2 Incide 

sobre un fototubo y ae convierte en corri•nte eléctrica que se 

amplifica y mide, o bien, directamente. 

El poder radiante da la luz emitida depende del número de 

átomos excitados en la flama. El poder radiante será directamente 

proporcional a la concentración del elemento que se desea 

determinar en la muestra. 
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Procedlmlento1 

Se prepar•ron est4ndares de sodio y potasio para las curvas 

p•trón de ambos minerales. 

La solución problema se introdujo en la llama eKactamente •n 

las mismas condiciones que se siguieron para la preparación de Ja 

curva patrón. Para •segurar que las condiciones se mantuvieran 

constantes 1 se verificaron JoE est~ndare& antas y después del 

an41isis. Ante& de leer an Rl flamómetro, se calibró el ap•rato 

con laM solucione& astAndar a una concentración de 50 ppm cada 

uno. Se coloc•ron 20 mi de flltr•do en el fl•mómetro y se tomó 1• 

l•ctur• corr.espondl•nte. 

C~lculo•1 

Lectur• •dilución 

Pendlent• de l• curv• P•trón 

ppm N• ó K *1100/IOOO>* 100 

X N• ó K • -----------------------------
1000 * Peso mueatr• 
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e.4.3 Detaralnacl6n de ploao (Pb) 

Pracedlmlenta1 

Se tomó una •l!cuota de 10 ml de filtrado, el cual •e 

acidificó con Acldo clorhldrico al esr.. Se cal•ntó la aoluclón 

dur&nte 5 minutos para después neutralizarla con •oluclón de 

amoniaco, Posteriormente se colocó la wolución wn un •mbudo de 

••par&clón,donde se le a~adleron 5 mi de solución I+, 5 mi de 

solución 11+ y es mi de solución de di tizona¡ •a a9ltó durante 5 

minutos, La fase or9Anlca se filtró, aforó a 50 mi y se procedió a 

leer absorbancla a 515 nm. 

La cantidad de plomo presente •• d•t•rmlnó por comparación 

con una curva patrón preparada de forma ld•ntlca, pero con 

cantidad•• conocldad de plomo. De l9ual manera we corrió un 

bl•nco, 

La •oluclón estAndar de plomo tenia una conc9fltreclón de 

motml 

Ab•orbancla 

Pendiente curva patrón 
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1119 Pb * <50/allcuota> 
X Pb= -------------------------

1000 * Peso de muestra 

+Solución Ir 20 g de cloruro de sodio + 10 mi de hidróHido de 

hidracino m6s 70 mi de 6cido clorhldrico IN. 

+ Solución 111 20 Q d carbonato de potasio + 5 g de cianuro de 

potasio + 5Q de tartrato sódico potAsico + 20 mi de solución de 

e.4.4 Antlisin da oxalatos e.o. 1 llétodo Directn Yolu..ttricol 

Fundamanto1 

La porción mineral de la muestra en medio 6cldo y los 

OK&latos •• precipitan coMo oKalatos de calcio al reaccionar con 

una solución de calcio, separlndose por cantrifug1ctón V 

dlsolvitndose con 6cldo sulfúrico diluido, para ser cuantificados 

por ~ltul•ciOn con permanoanato de potasio, •l ocurrir una 

reacción de OHldo-reducción en la que la solución sulfúrica del 

6cido OK6lico decolora al perman9anato. El 11no. colorido se reduce 

al ion manganoso l1n e+ e incoloro en solución>. 
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Procedimiento1 

Se pesó 1 g de muestra, se le aRadleron 50 mi de Acldo 

clorhídrico IN, para llevarla a digestión por 30 minutos. Al cabo 

de este tiempo, se enfrió, filtró y aforó a 50 mi con 4cldo 

clorhldrlco IN. Después se tomó una allcuota de b mi del filtrado 

a la cual se aRadló b mi de una aoluclón de calcio CIOOO ppm 

Ca2+11 a• ajuató el pH entre By 9 con hidróxido de amonio 5M y 

enseguida ae centrifugó por 10 minutos a 3000 rpm. Transcurrido 

este tiempo, se decantó y al precipitado se la adicionaron 2 mi' da 

hidróxido de amonio al ex, •• mezcló y repitió la centrifugación, 

Despu•• de este tiempo, al precipitado obtenido•• le adicionaron 

b mi de ~cldo sulfúrico IN para posteriormente titular a ?O•C con 

una voluclón de permanganato de potasio o.oeN, con agitación 

constante. 

CA!culos1 

CM-81 CVI CNI CCI <LI 

ppm e.o.• ------------------------
<SI CAi (WI C0.021 
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donde1 

H= ml KHno_ valorado 9astados en la titulación de la muestra 

B= Hl KHnO- valorado gastados en la titulación del blanco 

V• Volumen de aforo del eKtr•cto en ml 

S• Volumen KMnO~ valorado gastados en la titulación del patrón 

A= Alicuota del &Ktracto utilizada para el an~lisls 

N= Normalidad dul KMno-

W= Peso de la muestra en Ko 

L• Alícuota del patrOn de oxalatos en ml 

C= Concentración del patrón de OKalatos <mg/ml) 
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e.4.5 Prueba de genotoxicidad de oxalatos In vltro 

P•ra la realización de esta prueba, se utilizó icldo OK4llco 

puro. Se trabaJ•ron cinco cepas diferentes de SaJmonuJla 

tyohlmurlum TAl535, TA1537, TA153B, TA9B Y TAIOO con el fin de 

corroborar el tipo de mut•ción que causaría la &ustancia problema. 

Asimismo sw trabajaron con dow mutágenog como controles1 el e

amlnoantraceno acompañado de homogenado hep4tlco <fracción S-9) 

v el 1-nltroplreno. 

Medios y soluciones 

L-hlstldlna 0,5mM- Blotlna o.5mM 

Se disolvieron o.o077g de hlstldlna mis o.01eeg de blotina en 100 

mi de agua destilada. Se guardó a 4ºC en la ob•curld•d. 

L-hlstldlna O,IM - Blotlna 0.5mM 

Se disolvieron l.5516g de hlstldlna m4s o,01eeg de biotlna en 100 

mi de agua destilada. Se e•t•rlllzó en autoclove y guardó a 4ºC en 

la obscuridad. 
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Solución de Sales Voguel-Bonner 

En 600 ml de agua destilada se disolvieron 

Sulfato de Magnesio heptahldratado 

Acldo cltrlco monohldratado 

Fosfato de potasio monobásico anhidro 

Fosfato de sodio Amonio tetrahidratado 

IOg 

IOOg 

500g 

175g 

Se filtró la solución y se agregó agua destilada suficiente para 

completar 1000 ml. Se a~adló 1 ml de cloroformo y se almacenó a 

temp&ratura ambtente. 

Solución de Cristal Violeta 

Se disolvieron 10 mg de cristal violeta en 10 mi de aoua 

destilad•. Se almacenó a 4°C, 

Solución de Amplclllna 

Se disolvieron o.eso de amplclllna en 10 mi de una solución o.oeN 

de hldróKldo d• sodio. S• almacenó a 4°C. 

Solución de T•traclcllna 

Se dl•olvleron o.o6e5g de teracicllna en 10 mi de una solución 

o.oeN de Acldo clorhldrlco. Se almacenó a 4ºC y protegido de la 

luz. 
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Agar de Superficie 

Componentesr Saeto •gar 

Cloruro d• sodio 

Agu• destilada 

Sol,Hlstldina 0,5mM-Blotlna 0.5mM 

0.6g 

0.5g 

100 mi 

10 mi 

S. pesaron los Ingredientes, se agregó el agua destilada y se 

aRadló la solución de hi&tldlna 0,5mM-btotlna 0.5mN. Se •sterlllzó 

en autoclave y se distribuyó r.n tubos con tapón de rosca estériles 

a razón d• e.5 mi por tubo, 

Medio Mlnlmo E. de Voguel-Bonner 

Componentes• Bacto agar 

DeKtrosa 

?.5g 

10.og 

Sol, de Sales de Voguel-Bonn•r 10 mi 

En un matraz de 1000 mi se colocó el bacto agar y se 

aRadleron 300 mi de •gua. En un matraz d• eso mi se disolvió la 

deKtro•• •n 100 mi d• agua destilada. En otro m•tr•z do eso mi se 

mezcló la sol. de ••I•• Voguel-Bonner con 100 mi d• agua. Los tres 

m•traces se esterilizaron en •utocl•v• a 1e1•c por 20 min, S• 

unieron l•• solucionea en el m•tr•z de 1, •• mezclaron 

perfectamente y so distribuyeron on caJa& de petrl estérlllea de 

15Kl00 CaproKlmadamente 30 mi por caJa), 

- 51 -



Medio Hlnlmo E. Voguel-Bonner complementado con hlstidlna 

Se agregó 0.1 mi de una solución éstarll de hlstidlna O,IH

Blotlna 0.5 mH a la superficie del medio minl~o, se distribuyó 

uniformemente con la ayuda de un trl~ngulo de vidrio ésterll hasta 

loor•r su smqued•d• 

Obtención y mantenimiento de las cepas de prueba <TA9B, TA1535, 

TAl537, TAl53B, TAICIOI 

L•• cep•• vienen en •o•r blando dentro de fr••cos de vidrio 

con tapa d• rosca. Inmediatamente se tomó una &Bada del cultivo, 

se sembró en 5 mi de caldo nutritivo estéril y se Incubó durante 

16 hrs a 37•C con agitación. 

Se prep•raron los cultivos de reserva colocando o.e ml de la 

suspenalón bacteriana m•s O.O? mi de dimetllsulfóxldo <DHSOI y 

se congeló r4pldamente sobre hielo seco para mantenerlo& después a 

-1o•c. 
Para evitar congelar y descongelar los cultivos de reserva se 

prepararon cajas de Petri con medio mínimo complementado con 

histldina en las que se sembró por estría una asada del cultivo 

las cuales se QUardaron a 4•c hasta por 1 o e mesesJ se tomó una 
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colonia qua se sembró •n 5 mi de caldo nutritivo al que se 

affadleron 5 ul da una solución d• amplclllna y •• Incubó por 16 

hrs a 37°C con agitación, 

P•r• obtener nuevos cultivos de resarv• se tomaron de los 

cultivos de reserva a -?OºC preparados Inicialmente. 

Requerimiento de la pre&oncla d• los marcador•• genéticos y 

d•ter11lnaclón de la fracu•ncla da r•verslón Hpon.Unea 

Requerimiento d• Hlstldlna 

Se sembró por medio da ••tria• el cultivo de 16 hora& sobr• 

caJas que contienen medio 11!nlmo de Voguel-Bonner, Se hizo lo 

mismo sobra 11edlo m!nlmo complementado con un exceso de hlstldlna. 

Solamente debe haber crecimiento en las caJas complementadas con 

hlstldlna. 

S•nslbllldad al Cristal Violeta 

Esta prueba ••utilizó para verificar la presencia del 

marcador "rfa" (modificAción de la pared celular). En una ca.Ja de 

medio mínimo complement•do con hiatidin• se trazó una linea con la 

solución de cristal violeta y se deJó secar completamente. Se tomó 
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una asada del cultivo y se trazó una linea perpendicular a la del 

cristal violeta. Se incubó a 37'C por e4 hra. Una zona clara de 

Inhibición sobr• la linea del colorante indica la presencia del 

••rc•dor. 

Presencia del Pl4smido 

Para ••ta prueba se utilizaron dos caJas de medio mlnlmo 

complementado con histidina, una para ampiclllna y otra para 

t•traciclina. Se procedió de i9ual manera que con Ja prueba al 

cristal violeta , solo que sustituyendo el cristal violeta por el 

antibiótico. Las cepas que contienen el pl4smldo no deb•n mostrar 

inhibición al crecimiento. 

Frecuencia d• reversión aspont4n•a 

Se colocó 0.1 mi del cultivo en un tubo de ensayo con tapón 

d~ rose• el cual conteni• 2.5 ml de aoar de superficie a 45°C, •• 

•oitó con ayuda de un vorteK, se vació wl contenido sobre medio 

mlnlmo de Vo9uel-Bonn•r, de manera uniforme, se deJó solidificar e 

incubar a 37•c '. Esta prueba •• hizo por triplicado. 

Una vez transcurrido •l tiempo de incubación se contaron Jas 

colonias d& revertantes espont&neas que resultaron y se comprobó 
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la presencia de una d•nsa capa de p•queRas colonias Ccon ayuda de 

un microscopio de disección) que resultaran como consecuenci• dR 

las trazas de hlstldlna presentes •n el agar de superficie. 

Esta capa de colonias tiende a d•saparecer cuando el compuesto que 

~R prueba es tóxico, 

Obtención de la fracción S-9 

BaJo condiciones •••ptlcas se extr&J•ron de ratas machos, los 

h!gados y sG colocaron en 15 mi de una sol. de KCI 0.15 H a 4°C. 

Se pesaron los h!gados y se transfirl•ron a recipientes que 

contenlan 3 mi de KCI 0.15 H por gramo de hlgado. 

Se cortaron 

centrifugaron a 9000 rpm por 10 mln y el sobrenad~nte Cfrección 

S-91 se distribuyó •n viales con tapón de rosca a razón d• 1 mi. 

Se congelaron rApld&mente sobre hielo seco y s• mantuvieron a 

eo•c. Cuando aea requerida se descongela una porción de la 

fracción S-9. 

Mezcla S-9/ml para la prueba de mutagenicldad 

Glucosa 6-fosfato O.OOl3g/ml 

NADP o.003g/ml 

Sol.HgCla 0.4H/KCI l.65H o.oe mi/mi 

Amortiguador de fosfatos 0.2H pH•?.4 0.9 mi 

Fracción S-9 0.1 mi/mi 
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Los cloruros y el buffer se mantuvieron a 4°C. Se calculó la 

cantidad de nlcotlnamlda-adenin·dinucleótido-fosfato <NADP> y 

Qlucosa 6-fosfato que se va a utilizar, se disolv1•ron en el 

amortiouador y se añadió de cloruros. La solución resultante Be 

filtró •n un filtro Mllllpore estéril. La mezcla 5-9 se mantuvo a 

refrigeración <4°Cl, 

e.4.5.l Prueba de 11Utagénesls de Acido OHAlico 

Protocolo de mutagéne&ls 

A los tubos 1, 3, 4, 5, 6 que se muestran en el cuadro 2,1 

se le affadieron 0.4 mi de cultivo bacteriano de 16 hr&.¡ e.4, 

e.36, e.se, e.eo, e.o mi da amortiguador de fosfatos 

respectivamente. A los tubos a, 4, 5, 6 G9 adicionaron 40, so, 200 

y 400 ul de solución del compuesto problema, 

A los tubos e, ?, B, 9, y 10 se a~adleron 0,4 mi de cultivo 

bacteriano, e.o mi de fracción 5-9, o.s6, o.se, o,eo, o.o mi de 

amortiguador de fosfatos y 40, eo, eoo y 400 ul de solucióm 

problema respectivamente. Al tubo 11 se adicionaron 0.4 mi de 

cultivo bacteriano, e.o mi de fracción 5-9, o.Sb mi de 

amortiguador de fosfatos y 40 ul de 2-aminoantraceno. Para el tubo 

12, se colocaron 0.4 mi del cultivo bacteriano, 2.36 mi de 

amortiouador y 40 ul de 1-nitropireno. Todos los tubos se llevaron 
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• Incubación con agitación a 3?°C durante 30 mln, Transcurrido 

este tiempo me colocaron O.? mi de la solución de cada tubo en 

e,5 mi de agar de superficie precalentado • 45°C, El contenido de 

la mezcla se agitó con ayuda de un vortex y se distribuyó sobr• el 

medio mínimo da VoQuel-Bonner, de manera qua quedara una capa 

uniforme. El procedimiento anterior se vfectuó r~pidamente ya que 

I• mezcla S-9 podla lnactlvarse a 45°C, Las c•Jas se deJaron 

solldlflc•r a temperatura ambiente y se Incubaron lnv•rtldas • 

3?°C por ?e hrs, Cada punto se hizo por triplicado, 

Para determinar si la ausencia da colonias revertantes •• 

debe a un resultado negativo o a la presencia de toKicidad, se 

recomienda observar las cajas de Petri en un microscopio 

estereoscópico .. Si la muestra es tOKica, se obs"rvar4 la ausencia 

del crecimiento de una densa capa de pequeñas colonias, las cuales 

resultan como con~ecuencia de las trazas de histldina presentes en 

el agar de superficie. 

e.4.5.e Prueba de antiMUtagénesis de 4cldo OKélico 

Protocolo de antimutagénesis 

Para el protocolo de antimutagen~sis, mostrado en el cuadro 

e.e al tubo 1 se le añadieron 0,4 mi de cultivo bacteriano, e.4 mi 

de amortl9uador de fosfatos y 40 uJ del mutágeno control. Al tubo 
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e se Je adicionaron 0,4 mi de cultivo bacteriano e.o mi de 

fracción S-9 1 0.4 mi de amortiguador y 40 ul de mut~geno. A lo& 

tubos 3 1 4 1 5 y 6 se le agregaron 0,4 mi de cultivo bacteriano, 

e.o mi de fracción S-9, 0,36 1 0.3e, 0.20, de amortiguador de 

fosfatos, 40, eo, eoo 400 ul de solución problema y 40 ul del 

mut6geno control respectivamente, 

P•ra el caso del l-Nitropireno no se añadió fracción S-9, por 

tanto se complementa vl volumen final de 2.8 ml, con solución de 

•morti9uador de fosf•tos. Una vez preparados todos los tuboa, se 

procede de igual manera que en el protocolo de mutagénesi&. 

Interpretación de Resultados 

Un resultado positivo del efecto mutagénlco de un compuesto 

dado se define como un aumento del doble en el número de 

revertantes espont•neas y qU9 tal incremento •st~ en función de 

l• concentración del compuesto, 

La mutagenicidad de un compuesto puede manifestarse a 

concentraciones por debajo de su nivel tóxico o muy cercanas. El 

crecimiento de una densa capa de colonias pequeñas que aparece 

normalmente en las cajas, debido a las trazas de histidina 

presentes en el agar de superficie, tiende a desaparecer en caso 

de que la muestra resulte tóxica, 
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Para que un compuesto dado se considere como a;ente 

•ntlmut•génlco, al crecimiento de las colonias revertantea debe 

dlamlnulr en un 50K con respecto •l número de colonl•& Inducida& 

por el mut6geno utilizado COMO control positivo. 
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DATO 
No 

2 

3 

4 

6 

7 

e 

9 

10 

11 

12 

Cuadro 2.1 Protocolo d• mutagéne&is de ~cldo o•~lico 
en S1lmpn1lla typhimurium 

Cepas TA9B, TA1535, TA1537, TA153B, TA100 

CULTIVO FRACCION 
BACTERIANO S-9 

Cm! 1 <mi> 

0.4 

0.4 e 

0.4 

0.4 

0.4 

0.4 e.o 

o.4 e.o 

o.4 e.o 
o.4 e.o 
0.4 e.o 

º·" 

AMORTIGUADOR 
DE FOSFATOS 

Cmll 

0.4 

2.36 

e.32 

e.20 

e.o 
0.36 

0.32 

0.20 

ACIDO 
OXALICO 

<ugl 

500 

1000 

eso o 
5000 

soo 

1000 

2500 

5000 

0.36 40 2A-A* 

e.36 40 ln-p* 

COLONIAS 
REVERTANTES 

* 11ut6genos controla 2amlno-antrac•no<2A-Al=100ug/IOOO ul 
<Todas las cepas> 
lnltro-pireno<IN-PI •C3 ug/mll para la TAIOO 
lnltro-plrenollN-P>•C0,05 ng/10 ull <TA9BI 
1nitro-pireno<IN-Pl•C5ng/10 ull 
<Cepas TAl535, TA1537, TA153B> 
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Cuadro e.e Protocolo da •ntimutagtne•i• de •cido oK•lico 
en 61lm9nwlla typhimurlum 

Cepa TA99 

DATO CULTIVO FRACCION AMORTIGUADOR ACIDO HUTAGENO COL REVER 
No BACTERIANO S-9 * DE FOSFATOS OKALICO 

COll l Cml 1 Cml l Cu9I Cul l 

0,4 e.4 

e 0,4 e.o 0,4 

3 0,4 e.o 0.3b 500 

4 0.4 e.o 0.3e 1000 

5 0.4 e.o o.eo 2500 

b 0.4 e.o 5000 

HutAgenos1 1-Nttropirano• CS ng/10 ull 
e-AMtnoantracanoa(IOO ug/1000 ull 

40 

40 

40 

40 

40 

40 

* Para el e•p•rimento con 1-Nttropireno,no •• u•ó la fracción S-9. 
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CAPITULO 3 

3. R11ultado1 y discusión 

Los ensayos de mutagenlcldad y •ntlmutagenlcld•d del Acido 

OKAllco as! como el análisis qul~lco d• la vardolag• y la 

cuantific•clón d• 101 oMal•tos, se llev•ron • cabo a la p•r, 

debido a l• dlsponlbllld•d •Klstente de equipo y reactivos en el 

laboratorio. 

3.1 AnAllsls proMl ... l da eortulaca pleracef L. (verdola9al 

Los re&ultados anal!tlcos obtenidos, fueron evaluados 

estad!stlcamente siguiendo las metodolog!as del anAllsls de 

V•rlanza (52>, desviación estindar (S), coeficivnte de variación 

CCVI y media aritmética IX> AnaKo S. 

La v•rdolaoa frasca y cruda fue analizada 

anAll•I• proKlmal, El cuadro 3.1 proporciona la 

nutricional de la vardolao•• Como •• observa, ••te 

mediante un 

composición 

veoetal se 

caracterizó por su baJa concentración de oraaa, 2.53 Y. 1 y por su 

alto contenido da humedad, 94,66 X • 

Comparando nuestros resultados con otro& autores <Cuadro l>, 

se ob1ervó que existen aparentemente diferencias en los 

resultados, pero al hacer un an4li1i1 estadístico <AneHo 6>, solo 

los minerales y c•rbohidratos tuvieron una variación estadística 

significativa. Esto se debió posiblemente a la calidad de los 

reactivos utilizados en las determinaciones, ya que muchas veces 
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C.idro 3,J Aallbl• prod11I dt PP1\Ph<1 e!mm l, lmltlltll 
!9/IOOg1U11lr•l 

lllN.ISIS 

IUEMt ff,68 

llll!llA SECA 5.M 

UlllZAS 15.95 &.15 

1'81Jl[(llA CRUDA !9.3t 1.56 

&RISA CtlllA 2.53 0,13 

Fllll!Cttt/OA 15.02 0.1 

CMlllllMATIJS 17.17 l.te 

• Fu1nlt1 I011l11la llaclonll d• la llulrlclle ' hhldor Zublrln ' 119871 
• F1111l11 Clrrllle V1ldt1 llarlh1, 11111 pnf11lm! llt91! 

• 63. 

lllASE llllttElA 

ti 

2.3 

0,3 

o.e 

1.9 

!O.SI 

e.11 

2.73 

U! 

J,00 

e.n 



por cuestiones de disponibilidad y costo se hacen cambios de los 

mismos• aún trabajando l• mism• técnica¡ así como al m&rQen de 

error y al analista. 

a.e An61isls de •inerales de Portulaca ol•racea L. Cverdolagal 

Como s&bemos, cierto número de minerales deben eer inQeridos 

diariamente para mantener la salud1 por tal motivo se realizó el 

an6llsls de •ineral•s, con el propósito de determinar si la 

verdolaga cu1111>lla con los requerimientos diarios recomendados en 

la .dieta <Cuadro 3,e,t >, 

El cuadro 3,e presenta la composición mineral de la verdolaga 

siendo el potasio, e.ex 1 el magn•slo, l.49X y el calcio, 0,89X 

los mayorltarlos1 y •n Menor proporción vi cinc, el fósforo y el 

hierro. Esto nos Indica que si consumimos 300 gramo& 

-i>rOKim•d•m•nt• d• v•rdol•g• (b•~c occel, ~~ logren cubrir 

perfectamente los requerimientos de calcio (2670 mg>, magnesio 

14485 mg>, fósforo <1239 mg>, cinc (31,2 mg> a e•epclón del hierro 

dwl cual se necesitarla consumir 400 g de la planta para obtener 

et mg de este mineral y aul alcanzar dicho requerimiento. 
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Cuadro 3.e AnHlsls de 11lner1IH dt Partullco pl1rac11 L. lv1rdolag1) 
( B&U llCI ) 

---------------------------------------------------------------.................................... , 
X --------------·-.. ---------------------------------------------------------------... 

SODIO INol o.e9 l!,90 

POTASIO <KI e.e eeoo 

C411.CIO ICal 0.89 890 

M61ESIO 111gl 1.99 1~93 

FOSFDRO IPI o.~1::1 413 

HIERRO IFrl o.oose 5.e:i 

erre IZnl O.OIOlt 10 ... 

Pl.Dl10 (Pb) -----------------------------------... ---------------------------------------------. 
TOTAi. 11.1!9 Jle98 
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3.3 ·AnAlisis de plollO 

Del anAllsi• de plomo realizado, se observó que la planta 

carecla de este metal pesado, lo cual nos da una Idea de la• 

buenas prActlcas agrlcolas al que fue sometido este cultivo d• 

verdol•o• en particular. 

Toda ••ta Información nutriclonal de la verdolaga es 

importante tenerla presente en nuestra alimentación cotidiana, con 

el propósito de poder variar y alternar con otros alimentos, ya 

que complementa y asegura al organismo parte de los requerimientos 

diario• de macronutrl~ento• y mlcronutrlmentos y asl lograr el 

buen funcionamiento de nuestro organismo. 

3.4 AnAli•l• de oxalatos 

L• verdolaga adem4s de ser estudiada desde un enfoque 

nutrlclonal fue evaluada deude el punto de vista toxicológico, 

tomando como punto de partida a los oxalatos, compuestos qulmlcos 

presentes en ella de forma natural. 

El cuadro 3.3 muestra loa resultados obtenidos del anAllsls 

de oxalato• en la verdolaga fresca, sucia y cocida a diferentes 

ti•mpos. Como •• obs•rva, •n toda5 l•• muestr•s •n•lizadas loa 

valoread• oKalatos oscilaron •ntre lX y ex , 

L• verdolaga sucia presentó un contenido de OKalatos mayor 

con respecto a la limpia, esto se debió a la eliminación de los 

- 67 -



C.adro 3.9 llftlll1is dt mldOI " Porlah<1 ol1r1<11 L. !mdohgal 
llÍlodt llrocla Yol9'trlco 

liASE SECA USE llJllEDA 

IUSIRA OIAl.Al05 OIAIAIOS OIAl.Al05 CIAl.AT05 

( 11 111 

VDlllA8lt SUCIA 11379.! t.13 88.36 o.oee 

YWtLA8l FREl:A 10010.0 1.00 53.35 o.om 
llttpill 

YERDOlASA COCl/1>l 19fü,O ··" IOU6 0.1 
110 .,,, 

YWOLA6A COCHA 19489.B J,91 103.18 0.1 
US 1lnl 

.' ..................................... _ .................................................................................................................................................. . 
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oKalatos solubl•s durant• •1 lavado. 

Uno d• los lnt•r•ses principales de este •studlo se centró •n 

•stablecer la posibilidad de lograr una disminución en •1 

contenido de oKalatos por efecto de la temperatura. La literatura 

reporta diferentes métodos de coción no sólo para verdolaga sino 

tambi6n para eapinaca en los que se aRaden diversas sustancias 

como sal común C3Y.>, leche en polvo descrmmada C5Y.>, garbanzo l5Y.> 

o •• lleva a cabo un proceso d• blanqueado seguido d• la 

congelación bajo condiciones de trabajo.esp•clficas, todo ••to con 

el propósito d• disminuir la concentración de los oKalatos. Sin 

embargo, en este estudio se quiso proceder de una manera m4s 

sencilla y apeoada a lo que se hace comúnmente en el hooar. Para 

esto, se coció la verdolaga a diferentes tiempos CIO, 15 y 20 

Minutos> a una t•mperatura da 90°C con el fin de avaluar el efecto 

de la temperatura sobre los oKalatos. 

En comparación con la vardolaoa fre•c•, 1• vardolaoa ~omettda 

a tratamiento térmico de 90•C a diferantes tiempos mostró, en 

contraparte a to que se aspur•ba, m•s que una disminución •n el 

nivel de oKalatos, una ligera elevación l0.9~ r.> sin que este 

aumento fuera estad!stlcamente significativo <Ver AneKo 7>. Este 

hecho se atribuye a la posible liberación d• los oKalatos o del 

mismo acldo OKAllco que se •ncontraba en el Interior de las 

vacuolas de l• planta. Ambos, probablemente unidos a otros 

compuestos por fuerzas electrostAtlcas o formando puentes da 
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hidrógeno. Tambi•n hay que considerar que al someter una muestra 

al calor, existe pérdida d• agua a nivel celular y por tanto los 

compuestos insolubles en ella tienden a concentrase aún más. 

Por otra parte, el contenido de oxalatos en la verdolaga 

cocida se manifestó sin cambios para los tiempos de 10 y 15 

minutos por lo que se eliminó el último tratamiento de 20 minutos. 

Baséndonoe un los roGult~dos del cuadro 3 y tomando en cuenta 

la DL• para el humano (5 g/ 68 Kg> report~da en la literatura, se 

puede ••umir lo siouiente1 para conseguir un e·fecto dañino de los 

OM&latos an nuestro oro•ni•mo se necesitarian consumir 500g <b•se 

••e•> y lOOOo (base húmeda> de v•rdolaga, fenóm~no que no ocurre 

en nuestra vida di•ria, puesto que a lo sumo, una persona 

consumlr6 esog aproximadamente en un platillo, el cual no consume 

dlariamentv. Por lo tanto, se puede inferir que los oxalatos no 

tienen efecto tóxico a corto plazo. Sin embargo no se descarta la 

posibilidad de que de que se pudleae manifestar un afecto tóxico 

crónico si el paciente tuviera un estado fisiopatológico 

particular que pudiera predisponer la formación de cAlculos 

renales. 

- 70 -



3.5 ltutagénasls de 4cldo oN4llco 

En los cuadros 3.4 y 3,5 se presentan lo• resultados del 

cracimi•nto •lc•nzedo P•r• l•• cinco capas bact•ri•nas, •n 

presencia del 6cldo oxálico a diferentes concentraciones y en 

control l. Se observó que émte cr~cimiento fue 

simil•r en ambos casos, pues el promedio de colonias ravertant•• 

desarrolladas en caso del ácido oN6llco no supera ni siquiera en 

un 50K el promedio de las del control, ya que para que un 

compuesto se considere ~utaQfno se necesita que haya un 

crecimiento bacteriano del IOOY. o m6s con respecto al control, Por 

el contrario en •l9unos casos aa observó un• disminución con 

respecto al blanco, posiblemente pues cuestiones técnicas. Todo 

esto nos hace pen•ar que el ácido ON41ico no tiene efecto 

mutagénico sobre la cepas de pru•ba, Esto ocurrió de Igual forma 

en amba• eBtrotcgi&•I con y •in inducción hep4tica. Lo• valoras 

presentadom son los promedios correspodientas a las tres c~J•s 

Patri que contenían el desarrollo microbiano. 

En base • estos r•sultados 1 se realizaron las gr~ficas 

dosis-respuesta d~I 4cldo ON4llco, con •I fin de mostrar de una 

manera m4s clara lo dicho anteriorm•nte C Gr4flca 1 y e1 

Por otro lado, se detectó la toNlcidad del ácido OK61lco, 

es decir, se observó un efecto letal, para las cepas TA9S Y TAl53? 

a una dosis de 5000ug/caJa, Esto se comprobó mediante la 
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Gráfica 1 Mutagénesis del ácido oxálico sin inducción hepática 

Colonias revertantes por cepa 
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Gráfica 2 Mutagénesis del ácido oxálico con inducción hepática 
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observación del crecimiento bacteriano de fondo que se efectuó • 

las cajas Petri que contenían las colonias revertantes, con ayuda 

de un microscopio estereoscóplco. 

Esta prueba sirvió sólo para seleccionar las concentraciones del 

compuesto problema a las cuales ne iba a trabajar en el 

experimento¡ esto con el fin de evitar resultados falsos neoatlvos 

ya que la mutagenicldad de un compuesto puede manifestarse • 

concentraciones por debajo de BU nivel tóxico o muy cercanas a él. 

Por lo tanto, ésta letalidad que se observó en las cepas de 

prueba, no ce puede traducir en n•da con respecto al ser humano, 

ya que ésta prueba sólo •irvió para •loo eapecifico e intrínseco 

del &!&tema de prueba, 

3.5.l Prueba de antl•utagén"91& de 4cido OKAllco 

Par• explorar la posible acción •ntimutagénica del Acido 

oxálico, se probaron dos mutAoenos muy potentes, es decir, dos 

mutAgeno& por medio de los cuales se obtuvieran una gran cantidad 

de coloni&s mutantes¡ gracias a este efecto se pueden detectar 

disminuciones del mismo cuando se prueba un compue&to problema, en 

aste caso, el 4cido OK4lico. LoG mut4oenos potentes que se 

utilizaron par• esta prueba fueron1 el 1-nitropireno que •5 un 

mut4oeno directo y el 2-amino-antraceno, el cual necesita de 

activación metabólica para ser mutaoénico. 
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Lo& cuadro• 3.6 y 3.7 mueatran los resultado& obtenidos de la 

antlmutagénesls del 4cldo OK411co, utilizando el 1-nltroplreno y 

el 2-amino-antraceno respectivamente. Estos resultados revelaron 

la ausencia total de un posible efecto antlmut4geno del 4cido 

ox411co sobre las cepas estudiadas, Se observó que en lugar de 

haber un crecimiento de colonias revertantes mucho menor a la del 

control positivo, ocurrió todo lo contrario, dicho crecimiento se 

elevó por encima del control, pero esto se debió principalmente a 

la acción misma de los mut4genos control m4~ que a un posible 

efecto de mutagénesis del compuesto problema. Estos resultados se 

Ilustran de manera m4• clara en las gr4flca& 3 y 4, 
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Gráfica 3 Antimutagénesis del ácido oxálico sin inducción hepática 
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Gráfica 4 Antimutagénesis del ácido oxálico con inducción hepática 
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CAPITULO 4 

4. Conslu1ione1 v r9com1ndacione1 

Portulac• ol1r1cea L. Cverdol•o•> es un alim•nto rico en 

proteínas 129.34Y.I, carbohldr•tos 137.l?XI y fibra cruda 11s.oer.1. 

Proporciona cantidades apreciables de minerales como potasio 

IB.2X>, magnesio ll.49Y.I y calcio IO.B9XI. 

La verdolaga fresca y cruda presentó niveles de oxalatos que 

oscilaron entre un IX y ex, nivele• baJos comparados con el que 

reporta la literatura para la espinaca llOY.I. 

Al someter 1• verdolaga • cocción durante 10 y 15 mln, el 

contenido de oxalatos •umentó aparentemente en un o.94~ con 

respecto a l• fre&ca, posiblemente esto se d&ba • cuestiones 

técnic•s del analista mAs que• una cuestión química. Sin embaroo 

•ste aumento no fue estadísticamente significativo, 

No•• observaron variaciones importantes ~n la disminución de lo& 

o•alatos para el Intervalo de tiempo evaluado. 

La cantidad de oKalatos presentes en verdolaga será siempre 

variablR, Por lo tanto, seria interesante, para estudios 
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posteriores, monttorear el contenido de o•alatos durante l• 

con t•1nPOrada primavera-verano, y& que •ste trab&JO se efectuó 

verdolaga colact•d• an la •poca otoffo-tnvierno, particularment• 

durante los meses En•ro-Febr•ro, y •a encontró qu• 

concentración de lo• o•alatos •• mantuvo muy b•J• <manos d•l 

l• 

ex>. 
D• esta manera se estudiar!& el comportamiento o movimiento da los 

o•alatos en cada época pues se piensa que este es un factor 

importante • considerar par• l• cuantificación de tos mismoG. 

El Actdo OM6lico y por ende los o•alatos presente& de forma 

natur•l en Pqrtulaca oler+cea L, <verdolaQ&) 

peligro para el que lo consume desde el 

to•iCológico y genotóMico. 

no representan un 

punto da vista 

Con la realización da este ••tudio •• aportan datos novedosos con 

resp•cto a l• mutagenicid•d de los o•alatos, que si bien no estAn 

presente• en verdolaga en elevadas concentraciona& por lo menos lo 

estAn en otras plantas comestibles. 
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ANEXO S. ANALISIS ESTADISTICO 

Con el fin de obtener re5ultados confiables en las 

determinaciones desarrolladas en esta investigación, éstas se 

realizaron por triplicado. 

P•r• el maneJo de datos, se utiliz•ron métodos estadlsticosr 

media aritmética (XI, deBYlación est•ndar 161 y coeficiente de 

variabilidad <CVI. 

61 recordamos, la media aritmética <'lr> es la suma de todos 

los d•tos entre el número de ellos, e• decir, as un valor 

promedio. 

Su fórmula ••• 

dondes 

Z X 

r·--------
n 

Z• Sumatoria 

X• Valore• de la caracterlstlca variable 

Na NUmero de casos 
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La deavlaclón eatAndar <S> es una medida de dispersión mediante la 

cual se determina que tanto se deavla cada dato, en promedio, 

respecto a la media aritmética. Al aumentar la desviación est4ndar 

el vrado d• dispersión de los datos serA mayor y viceversa. En una 

serle simple la fórmula ••• 

<z ex-xi'· 

S• ----------

n 

Para establecer el grado de variabilidad lnterlndlvldual, se 

calcula el coeficiente d• varlaclón1 

s 

CY• <IOO> 

X 

Cuando •ste es superior al eo ~ se sospecha una causa muy fuerte 

de heterogeneidad. 
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