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CAPITULO 1

1. Introduccién

1.1 El1 hombre y la dieta

El hombre, como animal heterdtrofo cubre sus necesidades
nutricias con alimentos de origen vagetal y animal.
La seleccién de los alimentos se basa en las propiedades
organoléptices, las posibilidades de obtencién y almacenamiento
asi como la ausencia de elwmentos tdéxicos. Todo esto forma parte
del comportamiento alimentario del hombre y r:;mltstuy- un capital
cultural que diferencia las distintas poblaciones. Sabemos hoy en
dia que gracias & la transformacidn de los alimentos se eliminan o
se potencializan los ﬁtabol!tnl secundarios naturales y aquellos

introducidos por e] hoshre.

Los vegetales, habituales en la nutricidn humana ademis de
autrimentos, contienwn proporciones variables de sustancias sin
valor nutritivo: inhibidores de enziras, saponines, fitatos

glucosinolatos, 4cido arsénico, cianuro, aflatoxinas, entre otras.

Los vagetalas constituyen un alimento de gran aceptacisn
an el mercado nacional debido a su alto contanido en minerales,

vitaminas y su bajo costo.



De la familia de las Portulaceas, la verdolaga representa una de
las mds utilizadas en la dieta del mexiceno. El aspecto nutricio y
agricola de la planta ha sido extensamente estudiado mientras que

las sustancias antinutritivas ha sido abandonada.

En 1a actualidad los ingresos por familia son cada vez menores
supliendo con vegetales aproximadamente el S50% de su dieta, los
especialistas en Tecnologia de Alimantos debemos considerar,
analizar y valorar no sélo la presencia de sustancias quimicas
como plaguicidas, aditivos, metales pesados, sino también las
sustancias presentes naturalmente en los mismos como taninos,
alcaloides, oxalatos, glucosinolatos y nitratos para asegurar la
calidad del alimento y por ende la salud vy bienestar de los

consumidores.



1.2 Contaminacién natural de los alisentos

Desde la antigiedad los slimentos se han contaminado da forma
natural, por microorganismos, o por walas prdcticas culinarias.
Los alimentos han side involucrados como causas de ciertos tipos
de cénceres: coldn, préstata, etc. Debemos, sin duda, buscar no
$6lo los contaminantes sintdéticos como posibles causss sino ademds

los presentes da manera natural,

ta contaminacidn de los alimentos puede presentarse a
distintos niveles: desde el campo, los procesos da mlaboracién y
envasado} en el hogar, por scbrecalentamiento, sobrecongelacisn,

freido, ahumado y esterilizacién.

Existen sustancias quimicas que son perjudiciales para las
células de un organismo heterétrofo (12) y que se encuentran come
productos naturales las cuales actdaan comp defenss un contra de
infacciones bacterianas, fingivas, atsques de inmectos e inclusive
contra herbivoros. Sin embargo éstag sustancias pueden actuar como
agentes mutdgencs o cancerigenos, jugando el papel de iniciadores
endsgenos de procesos degeneratives, como el dafo al material
gendtico (ADN), el envejecimiento y las enfersedades cacdiacas

(8,7,10,112,



La discordancia encontrada entre el valor bioldégico de los
alimentos, definido a partir de su composicidn quimica o con
modelos experimentales animales, condujo al descubrimiento de las

sustancias téxicas naturales.

I.3 Generalidades de Portylaca cleracea (verdolagal

Las portuldceas son hierbas suculentas que poseen un  90.66%
de humedad (7) y un contenido importante de compuestos fendlicos,
flavonoles y c-glicosiflavonoides, que han permitido esteblecer
relaciones filogénicas entre las familias de su mismo orden (2),
Contienen cierto numero de 4cidos orgdnicos, productos matabdlicos
de las células: 4cido fTérmico, Acido succinico, dcido citrico,
4cido oxdlico, &cido malico, &cido acotinico, &cido fuméarico,
tartarico y benzoico. Todos éstos, son solubles en agua y dos de
ellos, el férmico y el acético, son voldtiles (32), El extracto de
esta planta contiene compucstos quimicos, farmacolégicamente
activos como: catecolaminas, dopa, dopamina y noradrenalina, que

funcionan como agentes relajantes musculares (48).



La Portulsca olersces L. (verdolaga) es una planta de hdbito
rastrero y de ciclo anual; de raiz pivotante y tiende a formar una
mata de 20 a 40 cam de longitud, Presenta hojas espatuladas de ! a
3 cm de largo obovadas, carnosas y crecen en disposicidén alterna o
en agregaciones alrededor de los tallos rojizos vy glabros de la
plantaj flores con 2 sdpalos y 5 pétatos. E1 ovario semiinfero Yy
un fruto capsular, con semillas de ! mm de longitud de color
negro. La planta tiene sabor ligeramentz &cido y es comestible

{1, 3); considerada como [a hortaliza mis ampliamente distribuida
en @l mundo, crece desde campos hdmedos y de cultivo, hasta en las

orillas de las carreteras y calles citadinas,

La produccidn agricola nacional de verdolaga para 1992 en
Mexico durante las temporadas otofo-invierno, primavera-verano fus
de 384 y 456 toneladas con un valor total de 307,200 y 343,600
Auevos pesos respectivamente (Anexo 1).

Las entidades federativas que lobrusalnn_por su produccidn sont
Baja California Norte (48 tonmladas) y Morelos (798), con un valor
total de produccién de N$ 40,000 y Ns 592,800 respectivamente
durante el aio 1992 (Anexo 2), El Estado de Paja California Norte
no tiene produccisn de verdolaga durante la temporada otoflo-
invierno, mientras que el Estado de Morelos produce verdolaga todo
el afo y en grandes proporcionas {(Anexo 3).

En el sur de México, se encuentran ampliamente distribuidas,

-5 -



Entre las especies de interés nutricio se encuentra la Portulaca
eleracea L. vy de ornamento, Portulace pilosa L,, vy Pactulaca
arandiflora.

En México la Portulaca olerdcea ., se le conoce con diferentes
nombres indigenas.

En Hichoacén (lengua tarasca): Acahue-Cashacua. En Daxaca, (lengua
zapotecal:s CZeeche, Zheezha, Shenche, Nocuana-zeeche, Pitu-lé,
Xeedxa, Tequitl, en San Luis Potoaiy Pitzitzemal, (lengua
huasteca), en @] sureste de San Luis Potosij Tzutcani, (lengua
otomi), en Ixmiquilpan, Hidalgo; Verdolaga, en la regidon Central
del Pais} Xukul en Yucaténi Itz-mi-quitl, (lengua azteca) y Xpulh,

lengua totonaca de la sierra norte de Pusbla .

Existen adends otras variedades de verdolaga distribuidas en

nuestro pais de interés ornamental:

Verdolaga de agua, Jugpsiasa repens L. -Onagriéceas (Jalisco,
Veracruz, Oaxaca, México)

Verdolaga blanca, Irjanthama portulacastrum L. —Aizoiceas
(Tabasco, Sinaloa, D.F.)}

Verdolage bronca, Irianthema portulsacastrum L. —Airodceas

(Tabasco, Sinaloa, D.F.)



Verdolaga de mar, Borrichia arboregscens L, DC.— Compuestas
{Yucatén)

Verdolaga del mar, Borrichia frutescens L. DC.- Compuestas
(Tamaulipas a San Luis Potosi, Veracruz, Yucatan)
Verdolaga de playa, Sessuvium portulacsstrum L.~ Alizodceas
Planta de terrenos salados

Verdolaga de puerco, Altsnanthera repens L. Kuntz.~ Amarantéceas

{D.F,, Oaxaca, Durango) ,

La Portulaca oluraces L. (verdolaga), posee una importancia
nutricia conuidarable en todo México, donde se consumen sus tallos
y sus hojas en forma cruda § cocida, swola o combinsda, vy como
bebida.

La poblacién infantil de los paises en via de desarrollo,
satisface su demanda nutricia con este vegetal, rico sn vitaminas

vy mineralues (6,7) UNICEF 1980,

1.3.1 Clasificacisén botanica ( 1, B)

Reinos Plantae
Divisidnt Magnoliophyta
Clage: Haqnalgopuida
Subclaset Arquiclamideas
Orden: Caryophillales



Familias Por tulacaceae

Subfamiliar Por tulaceae
Género: Portulaca
Especie: Portulaca oleracea L,

1.4 Distribucién y toxicidad del Acido oxalico

El 4cido oxdlico (COOH-COOM) esta presente @en numerosas
plantas san forma libre o en forma de sales de sodio, potasio vy
calcio, estas Gltimas insolubles en agua (12).

Los géneros vegetales que contienen cantidades importantes de
oxalatos incluyen entre otras Halguenton (barrilla), Rumex (lengua
de vaca), Sarcobatus (palo de grasa), Pgrtulaca (verdolaga),__Beta
{betabel), Salnela (rodadora) (3).

Log oxalatos sa encuentran en niveles elevados en los miembros de
la familia Portulacaceae, por lo general en las hojas mas que en
los  tallos, tendiende a acumularse durante la noche e

incrementidndose conforme avanza su estado de madurez (44).

€l 4cido ondlico, interfiere con la asimilacidn del calcio vy
formacion de cdlculos renales, son consecuencia de la débil
disociacién de las sales de oxalato cédlcico (12). La toxicidad
del dcido oxdlico es bajaj la dosis letal minima en el hombre es



de Sg para un adulto (12). Alrededor del 50 % de los cdalculos
renales son producidos por el oxalato célcico. Estos aparecen
frecuentemente entre las personas que se alimentan con dietas
ricas en vegetales en las que los componentes fundamentalmente
son espinaca y ruibarbo, las cuales contienen cantidades elevadas
de oxalatos. Sin embargo, los cristales de oxalato cilcico _son
también patognémicos de la oxaluria, una alteracién hereditaria
correspondiente al metabolismo de glicina, an la cual
précticamente toda la glicina sintetizada es metabolizada a 4&cidoe

oxdlico, via &cldo glioxilico (S52).

E} dcido oxélico no es toxico por su acidez sinoc por las
reacciongs del ién oxalato, éste as @l anico Acido orgdnico de las
plantas el cual es toxico para el ganado bajo condiciones
naturales (31). E! 4cido oxdlico es; un dcldo débil y sélo en

. forma muy concentrada provoca la destruccidn del tejido vive (3).

Las hojas da alfalfe son ricas en calcio; por lo que pueden ser
utilizadas para alimentar temporalmente a los animales que
apacentan en agostadercs con poblaciones elevadas de plantas ricas
an oxalatos (3)., La administracisn del sacarato cdlcico, 1a creta
preparada, el agua de cal, las sales de magnesia son algunos de

los tratamientos que se dan a personas con oxaluria. También se



prescriben tisanas diuréticas y se favorece la eliminacién del
téxico con ejercicios pasivos y masaje principalmente de la regioén

lumbar (53).

Desde el punto de vista nutricio, el problema principa} de
los oxalatos es e! de interferir en la disponiblidad de calcio en
la racién alimentaria. Si considerames que 2.5 g de Acido oxdlico
precipitan 1 ¢ de calcio, la disponibilidad de calcio de un
alimento estad determinada por la relacion &cido oxAlico-calcio.
Algunos alimentos tienen relaciones altass ruibarbo. 853
espinacas, 10} papas, S5 caceo, 6.6 t&, 2.6. Todos los alimentos
que tengan una relacidn superior a 2,85 constituyen una mala
fuente de calcio y generalmente se considersn descalcificantes

auay,

Al evaluar el riesgo toéxico al que se ven sometidos los

s considerar diversos factores: no sélo la

c idores
. presencia del vegetal sino la genética, deficiencias enzimidticas,
predispocidn a la formacidn de cristales de calcio vy ®! efecto de
la dieta para hacer posible ta manifegtacién de su toxicidad en
forma aguda, es decir, su efecto darino en el tracto

gastrointestinal (i2).

- {0 -



El efecto antinutritivo del oxalato queda claramente ilustrado
en los resultados obtenidos en un ekperimento basado en la
determinacidon de calcio durante seis dias, en mujeres que
recibieron alternativamente 3/4 partes del aporte total de calcio
a apatir de leche o de espinacas.

El coeficiente de absorcidm (CAD) del calcio de la leche es
superior. Con la administracion de espinacas se observa una
disminuciéon del coeficiente de absorcion vy la retencien del
calcio en el organismo es de 1/3 con respecto a la obtenida con la
leche. E1 aporte de calcio debe ser como minimo sufic?ente para
satisfecer las necesidades del organismo ctonsiderando las

cantidades que quedan acomplejadas por el alimento (12).

Los oxalatos producen disminucisn de calcio en la sangre,
originando hipocalcemia. Rl bajar el nivel en calcio de la sangre
disminuye considerablemente €1 poder coagulante de ia misma y si
este proceso avanza, se produce en el animallserlos trastornos
metabdlicos. El precipitado insoluble bloquea los tubulos renales
causando uremia, nefritis y cdlculos renales. En casos extremos el
rifion puede incluso reventarse. Por lo general los sintomas
aparecen de 2 & & horas después del envenenamiento y consisten en

depresion, disnea, postracisn, coma y muerte (3),

- 1] -



La ingestidén de oxalatos a través de la dieta rica en
vagetales, produce sintomas de envenenamiento, efectos dafinos en
@l tracto intestinal e hipocalcemia, Se bha establecido que en
general las plantas que contengan més del 10% de oxalato en base
seca pueden ocasionar efectos toxicos (13)., Los efectos tdxicos
trénicos dependen del tiempo de consumo y de la carencia de
vitamina D. Esta vitamina es la responsable de la formacién del
1, 8, S-dihidroxicolecalciferol, hormona esteroide producida en el
riffén, encargada de regular e]l metabolismo del calcio, sobre todo

su absorcidn en el intestinc (51, Fasset,1973).

Las dosis lotales medias (DlLa,) para las distintas especies
sons
DLao (humano, via oral) = 35g/68B Kg de peso
DLeo (perros) = 1g/Kg
DLico (ratdn, via parental) I1.P. = 150 mg/Kg
Dl ee (conejo, via parental) I.M.= 200 mg/Kg

Limite de exposicidn (HeC=0q) = img/m3

1.5 OQuimica de oxalatos

Los oxalatos (Figura !), son sales o ésteres formados a
partir del dcido oxdlico, generalmente de sodio, potasio o calcilo,
Los oxalatos de sodio y potasio son solubles en agua y los de
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calcio son insolubles & pH neutro o alcalino, pero solubles en
dcido (30). Tienen sabor muy desagradable (34). Por la accidn del
calor los oxalatos se descomponen, Los alcalinos, forman carbonato
alcalino desprendiéndose Sxido de carbonojy los restantes oxalatos
forman éxido, por ejemplo, el oxalato chlcico y el oxalato
magnésico (53), Esto se logra a temperaturas supsriores a los
S$00°C.

La espinaca ha sido ampliamente estudiada, por diversos autores,
donde se han utilizado diferentes métodos de cocimiento vy
conservacidn con el fin de reducir @l nivel de oxalatos en la
misma (48, 45, 49). Se han reportado valores de oxalatos en
espinace fresca de 10.85X (Toma, 1979).

Estudios recientes han demostrado que algunos microorganismos
como Aspergilius  piger pueden adaptar ciertas nqtividadcl
anzimdticas para la produccidn de oxalatos (Jefferson and J.L.,
Harrison, 1971).

Figura 1.~ Estructura del dcido ondlice y wus Ialpl_

correspondientes
0= (C~0H 0= C=-0K 0 = C - ONa 0 =C - 0Ca 2+
! t t !
0= C-0OH 0=C~aH Q=C-~ ONa Q=C-~ aca e+
Acido oxalato potdsico oxalato de sodio oxalato de
oxliica dcido qnutro calcio neutro
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1.6 Biosintesis de oxalatos

Los oxalatos se originan a partir del metabolismo de 1los
carbohidratos (Fasset,1979) por la via Qlucolitica de la formacion
del 4cido glicdlico y su subsecuente oxidacion a dcidoe glioxilico
(Figura 2). Este proceso se lleva a cabo por la accidén del oxigeno
sateedlar y d® Wn mAnFimA mHy artiva, la glicalata-ewidasa, que es
una oxidasa flavinica localizada en los mMICTOEMETROS o
paroxisomac de las plantas. La oxidacidn del glicelato forma
peréxido de hidrdégeno, el cual se descompone por la catalasa
presente en los peroxisomas. E1 glioxilato es ulteriormente
metabolizado a otros productos, tales como glicina, oxalato,

formiato o COa, smegin la especie (14, 50 ).

Figura 2.- Biosintesis de oxalatos

CHa-0H Blicolato-oxidasa CHO

Glucéligis ==w=d> ====) | ————————————— | ————)
CooH On HuOs CooH
fAcido glicolico Acido glioxilkico
CHO cao-
------- > ] ——————=) i
coo- coo-
Glioxilato Oxalato
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1.7 Hecanismo de accién de oxalatos

Los oxalatos actiéan como agentes quelantes y reductores
directamente en e) metabolismo de los iones calcio disminuyendo su
concentracién plasmAtica e interviniendo en la formacién de

cristales de calcio (51, Fasset,1979).

1.8 Hetabolismo de los oxalatos

Los oxalatos solubles y el &cldo oxdlico son abno(bido‘ a
nivel intestinal; pasan por el higado donde wmon elaborados,
sintetizados y cnpulsados a la sangre para su asimilacién al
organismo y posterior eliminacidn., Los oxalatos, como todas Jlas
sustancias solubles se eliminan por el rifdn en forma
independiente al calcio. Sin embargo, en el rikdén por mecanismos
de alteracién de la reabsorcidn a nivel tubular o por excesc de
sustancias, los oxalatos se precipitan a travée de un pH
modificado y entonces emhas sustancies diluidas (oxalato y calcio)
%8 unen para formar un compuesto sdlido; ¢@sto se lleva & cabo en
la porcién terminal del tdbulo y cae & las cavidades renales en
forma de cdlculo, E1 cdlculo puede ser eliminade de inmediato
porque es pequefio, pero también puede acumularse, precipitarse

mis, el problema persistir y hacerse un cdlculo grande.
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Los excedentes son eliminados por via renal, en forma
separada y es en el tabulo contorneade distal y el tubulo colector
en que por transtornos de la reabsorcisén o por cambios en el pH y
la osmolaridad pueden unirse ambos solutos (oxalatos y calcio)
para formar cuerpos sdélidos (cdlculos renales). Estos cristales
que se acumulan en la ve)iga y en la uretra pueden provocar
irritacicn e inflamacisn con dessérdenes posteriores como disuria y

también pueden faverecer la presencia de infecciones (51),

1.9 Mutagénesis

Una mutacion se considera como una modificacion en la
secuencia de las bases nitrogenadas que constituye el material
genético(DNA). Este cambio puede ocurrir en los genes o en los
Cromosomas.

Las alteraciones intragénicas pueden producirse por
sustitucién de bases o por desfasamiento ("frameshift'), La
primera resulta de una transicién o reemplazo de una base por otra
del migmo tipo, o de una transversién, en la que una base es
sustituida por otra de tipe diferente, E]l desfasamiento consiste
en el corrimiento de la secuencia nucleotidica por eliminacisn o
por adicion de bases. Las anomalias cromosdmicas, pueden deberse a
rearreglos estructurales, tsles coms inversidn o traslocacisn, o
anomalias numéricas, como ellmlngcién o adquisicién de genes o
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pedazos da cr s O Cr 5 completos.

Las mutaciones pueden resultar de la accidén directa de los
agentes quimicos sobre el material genético, o scbre otros
componentes celulares ligados en su funcionamiento, como por
ejemplo, los que participan en la divisién celular, las proteinas
de la cromatina y las enzimas que contribuyen a la replicacién o
reparacién del DNA, Las mutaciones pueden ser ventajosas, neutras
o tener manifestaciones patolégicas, entre las que incluyen
padecimientos congénitos y cdncer.

Es evidente que si se pretende estimar el riesgo que
representa un compuesto para @! hombre, las pruebas de mutagénesis
con y sin inhibidores enzimdticos, son las fuentes iddéneas.

Los experimentos con sistemas biolégicos (virus, hongos,
bacterias, plantas, insectos, cultivos de células de mamiferos,
ratones, ratas, etc, ) resultan valiogses para evaluar los efectos
gendticos de los agentes quimicos, dada su reproducibilidad,
facilidad de realizacidén, relativa economia y corta duracidn,

Una de las pruebas més difundidas para la evaluacidn de
mutaciones génicas es la prueba de Ames con Salmonella tyohimucium
(Ames, 1975).

Las cepas mutantes (auxétrofas his-), a diferencia de las
silvestres (protstrofas,his+), requieren histidina para su
crecimiento debido a que presentan una mutacidn en el operdn de }a
histidina, La prueba Qné%sga en la capacidad del agente quimico
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para actuar sobre dicho operon, revirtiendo el fenotipo, lo que
permite a la cepa crecer en medios que carecen del aminodcido o
con cantidades limitantes del mismo.

Una de las ventajas de esta prumba es que permite conocer no
tan solo si un agente es mutédgeno, sino también el tipo de
mecanismo a través del cual induce la mutacidn. Esto es debido a
que las cepas de prumba se obtuvieron mediante 1la induccidn de
mutaciones de tipo de sustitucisn de bases ( cepas TR 1535 y TA
100} o desfasamientc de la secuencia nucleotidica ( cepas TA 98,
TA 1537, TA 1338), lo que implica que su reversién requiere de
sustitucidn de la base adecuada an el primer caso o eliminacién de
bases en el segundo para correr la secuencia y restablecer el

cddigo gendtico (20).

La accidn directa de los agentes quimicos sobre los
componentes celulares, constituyen un riesgo para la poblacidén.
Sobre todo por exposicién crénica, aun cuando no se alcancen
niveles muy altos de estas sustancias, Estos niveles vuumentan,
inclusive, al cocinar y al preparar los alimentos de uso diario,
pero no presentan riesgo para ciertos seres humanos y animales,
que han desarrollado un tipo de resistencia (8, %, 10, 11, 20, 21,
e2),

En los vegetales comestibles se han identificado una amplia
variedad de factores genotdxicos naturales, como los compuestos



'fanéllcol, que se unen & los raceptores celulares, ocasionando la
proliferacisn celularg 1a quercetina, un bioflavanoide
extensamente distribuido en las plantas superiores; las
hidrazinas, compuestos naturales presentes en los  hongos
comestibles; €] safrol, que se encuentra en la raiz del sasafris.
Los apios, higos, perejil, chirivias, contienen furocumarinas que
al ser activadas por la luz, forman carcindgenos potentes; las
Quinonas presentes en el ruibarbo actusn como electréfilos o
aceptando wlectrones para - formar semiquinonas, que & sSu vez
reaccionan directamente con el DNA, o bien favorecen la férmncién
de superdxidos repercutiendo en la lipoperoxidacién con la

consecuente generacidén de mutagénos (5, 8, 9, 10, 1, 23).

Para poder afirmar que un metabolito posee actividad
genotdxica, debe ser capaz de realizar dos funcioness introducir
una lesidn premutagénica al ADN y al mismo tiempo inducir el
sistema quo procesard la lesidn del ADN necesaria para producir
una mutacion, Ademds debe comprobarsce su nmutagenicidad tanto an
los sistemas bacterianos como en mamiferos, determinando sus
metabolitos intermediarios, wsustitutos inocuos y tiempos de
exposicidn y consumo. Sin embargo las regulaciones de exposicidn a
los agentes quimicos no reducen @l riesgo de cdncer, puesto que en
el ambiente, un organismo estd expuesto a muchos de ellos,
incluyendo los presentes en forma natural, que no se han estudiado
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@, 10, 21), as{ como el tipo de vida, habitos sociales (fumar,
beber?), etc. Ademds, los individuos poseen mecanismos de
proteccisn, (reparacidén, inmunolégicos...) que pueden impedir o
disminuir la ocurrencia del dafo. Se ha obwervado que cada persona
puede verse afectada en forma diferente después de una exposicién

comparable & una misma sustancia (20).

Antimutdgeno @s, cualquier agente que reduce la aparente
reaccién esponténea inductora de mutaciones, sin tomar en
consideracién los mecanismos involucrados. Actualmente, los
antimutdgenos se han dividido en desmutagencs y en bio~

antimutagenos (24, BS, 26).

Un desnutdgeno puede ser, la mayoria de las veces, un
metabolito de alto peso molecular que prevalece biolégicamente vy
que reacciona o s@ une preferantemente a mutdgenos y a radicales
libres (24, 26).

Los desmutdgenos, en primera instancia, pueden causar
wmodificaciones quimicas y bioquimicas de los mutdgenos Yy
carcindgenos previamente al dafic que pudieran causar en el DNA,
neutralizando las lesiones mutagénices o premutagénicas causadas
por compuestos quimicos o por los propios mecanismos de reparacidn
del DNA ., Por otra parte, los bio-antimutdgenos reducen las
mutaciones que interfieren en los procesos celulares de fijacion
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de la msutacién, interviniendo incluso en los gprocesos de
reparacisn y replicacisn de) DNA de las células afectadas (9, 24,
a5, 24).

En general, la &ntimutagénesis puede actuar previniendo la
formacisn de mutdgenos, interceptando y eliminando tales mutdgenos
via tisular o intracelular &8 interceptando a los mutégenos con
enzinas o con compuestos presentes en los liquidos intra y

extracelulares (24, B5),

Estudios epidemioldgicos, han revelado que un numerc de
micronutrimentos pueden tener efecto anticarcinogénico, por
ejemplo, la vitamina A, € y E; el betacarotenc, el selenio y el
calcio. Estos estudios, indican que vegetales, granocs y frutas
pueden contener en cantidades menores, constituyentes no
nutritivos con actividad anticarcinogénica. Tal es el caso de 1la
fibra cruda. El ajo, col, semille d& soya, Jjongibre, zanahoria,
cebolla, limsn, naranja, uva, ¢rigo entero, arroz moreno, tomate,
papa, berenjenx, pimienta, coliflor, cebada, avena, menta,
oréganc, pepino, romero, tomillo, cebollina, clavo, anis, bayas,
son algunos alimentos que posiblemente presentan actividad

anticarcinogénica (5).
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1.10 Justificacisén

El consumo de Portulaca glerédcea L. (verdolaga) forma parte
de nuestra dieta. La produccién agricola nacional de verdolaga
para 1992 fue de 840 toneladas, por lo tanto, podemos asumir que
hay un alto consumc de este vegetal, sobre todo por las clases
populares. Este vegetal se caracteriza por ser un alimento
barato, delicioso y nutritive. Su valor nutricional, estriba en
ser un importante portador de nutrimentos especialmente vitaminas
Yy minerales. $Sin embargo, tambien existe la posibilidad de
encentrar en la verdolaga compuestos quimicos toxicos presentes de
manera natural y en concentraciones probablemente wlevadas. Tal es
®] caso de los oxalatos (Stuart, A, 1989). Se han reportado
en verdolaga concentraciones de oxalatos en base seca del 8%
Paria, Stlvia, 19911 y 9.694 [Tabekhia, . 197?]. Ahora bien, la
espinaca (Spinacia oleracea L.), posee concentraciones de oxalatos
del 10.,85% en base seca (Toma, R. 19791. Ambas plantas pertenecen
a la misma especie, por lo tanto, creemos que la verdolaga elegida
para este estudio poseerd también concentraciones elevadas de
oxalatos.

Algunos investigadores han sometido a la verdolaga a diversos
nétodos de coccidn (Toma, R. 1979) con el fin de lograr una
disminucién significativa de estos niveles de oxalatos. Por otro

lado, se ha establecido que en general las plantas que contengan

- 22 -



un 10% de oxalatos en base seca pueden ocasionar efectos téxicos
{Cheeke, P. 19851 e inclusive genotéxicos dada esa elevada
concentracion {Espinosa R. Javier comunicacisn personal
Departamento de Investigaciones Biomédicas, 1994). Sim enbargo, si
bien es necesario probar la mutagenicidad de un compuesto que astd
én contacto con ®! ser humano a traves de los alimentos, también
resulta de gran interés estudiar los posibles efectos
antimutagénicos, ya que muchos compuestos quimicos presentes en
las plantas poseen esta actividad.

Puesto que hasta el momento no se han realizade estudios en
base a la actividad mutagénica y antimutagénica de los oxalatos,
surge la necesidad de llevar a cabo un estudio toxicoldgico vy
genotdxico de estos compuestos presentes an Portulaca olerdcea L.

{verdolaga).
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1.11 Objetivos

Objetivo generalt

1.~ Realizar un estudio qQuimico y genotdxico de los oxalatos

presentes en Portulaca clecacea L. (verdolaga).

Objetivos especificos:

1.~ Cuantificar los oxalatos presentes en verdolaga antes y
después de los tratamientos térmicos,

3.~ Probar la mutagenicidad y antimutagenicidad del 4dcido
oxdlico en Sajmoneila typhiourium

de las cuales se desprenden las siguientes hipstesis:

1.- La concentracison de oxalatos en Portulaca oleragea L,
{verdolaga) es elevada.

2.~ Los oxalatos son compuestos termolébiles, por lo que con
un tratamiento térmico, disminuiran de manera significativa.

3.~ El écido oxdlico es un agente toxico & nivel celular.
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CAPITULOD 8

8. _Materjales v metodos

2.1 Reactivos

Agua destilada

Acido sulfurico concentrado O.BSN, IN

Mezcla catalizadora

Acido bdrico al 4%

Acido clorhidrico O.1IN, O.&6N, IN, &N, 25%
Pastillas de cinc

Hidréxido de sodio al 33%, 0.3IN, 10%, 5N

Asbesto de fibra larga
Acido-etilén-diamino-tatracético 0.08N
Calcéncarboxilico (indicador)

Solucién reguladora de amonios 0.01N

Negro de eriocromo (indicador!)

Calcén

Solucidn de agua destilada-molibvanadato de amonio
Solucisén patrén de fésforo (0.1mg/ml)

Cianuro de potasio

ferrocianuro de potasio

Trietanolamina-calcén

Hidréxido de amonio diluido IN, SM, 2%
2,4-dinitrofencl

Ortofenentrolina al 1.5% en etanol al 95%
Clorhidrato de hidroxilamina al 10%

Disolucidén patrén de hierro (10 ppm)

Tetracloruro de carbono

Azul de timol (indicador)

Solucidn de carbamato al 0.2 %

Digolucién de ditizén en tetraclorure de carbono al 0.01 %
Eter diotilico

Citrato de amonio O.4M

Disolucidén patrén de cinc (Bug/ml)

Solucién de ditizona

Solucion patrén de plomo (Img/ml)

Solucién de tartrato sdédico-potasio

Solucién valorada de permanganato de potasio 0.02N
Solucidn patrén de oxalatos al 1% (Nag€pDa)
Solucién de cloruro de calcio (1000ppm de Ca 2+)
Acido oxalico puro, grado reactivo

Medio minimo E. de Vogel-Bonner

Agar de superflcie (Bacto agar 0.4y, cloruro de sodio 0.5g,
agua destilada 100ml)}

|I|||I|Illlilllllll|!l|ll|lll|llll|llll
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»*

Caldo nutritivo

Solucién buffer de fosfatos pH=7.4

Homogenado hepatico (fraccion 5-9)

Cepa pura de Salmonella tvphiourium *

2-aminoantraceno (0.019/1000 ul, 100ug/1000ul}
I-nitropireno (0.05ug/10ul, S5ng/tOul)

‘Mezcla crémica at 5%

Cloruro de potasio al 0.15M

L-histidina 0.5mM/biotina 0.5mM

L-histidina 0.1M/biotina 0.SmM

Cloruro de magnesio 0.4M/cloruro de potasio 1.65M

Donacion del doctor Bruce N. Ames, Biochemistry Departmenb
University of California, Berkerley, California, USA.
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2.2« MWMateriales

Verdolaga frasca

Papel aluminio

Tijeras

Frascos de vidrio con tapaderas

Crisoles de porcelana

Desecador

Pinzas

Guantes de asbesto

Matraces Kjeldhal

Matraces erlenmeyec de 100ml, 250ml, 185m}
Vasos para grasa, anillos y juntas de tule Goldfish
Por tacartuchos

Papel filtro Whatman No 5

Vasos Berzelius de S00mi

Pipetas de Sm}

Embudo de tallo largo para filtracidn

Embudo de separacién

Matraces volumétricos de 25ml, SO0ml, 100ml y B50ml
Piseta de 200m}

Probeta graduada de Sml, 10m!, 20m}, 50ml, 10Oml y 250ml
Pipetas volumétricas de Iml, 2ml, Sml y 10 ml
Tubos o celdas para espectrofotdénetro
Matraces aforados de 10Q0Oml

Perlas de vidrio

Mortereo con pistile

Tubos para centrifuga

Termémetro de 200°C

Parrilla eléctrica

Sopor te

Recipiente para bafo maria

Tubos de ensayo de 28%150 con tapédn

Tubos de ensayo de 13%150 ton tapdn

Filtres millipore

Frascos viales

Puntas desechables

Mechero, tripie metdlico, tela de asbesto
Cajas de Petri

[ S0 T TR O A T N T Y TN Y TN A S Y N JO NN Y I A N N A Y N NV N Y D N A |
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2.3. Equipos

~ Bomba para vacio marca Felisa, modelo 1402

- Espectrofotémetro marca Spectronic 21D, Milton Roy
- Medidor de pH Conductronic pH 20

- Centrifuga de 3000 rpm marca IEC, Model 2K

~ Vortex marca Sybron

-~ Estufa con vacio Electric Company Blue M & Thelco
- Mufla marca West, Caisa Huppert

- Digestor macroKjeldhal marca Labconco

~ Equipo para Goldfish marca Labconco

=~ Equipo para fibra cruda marca Labconco, modelo EFC-600
- Balanza granataria marca Ohaus, capacidad 8Kg

- Balanza analitica marca Mettler H35 AR

- Flamométro marca Corning 400

= Incubadora estdtica e incubadora con agitacién marca American
Optical

Autoclave marca AESA, modelo CV 300
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2.4. Trabajos personales

Muestra vegetal.

Para @1 presente estudio, se utilizé la porcién comestible
(tallos y hojas) de Portulaca olerdcea L, (verdolaga), la cual se
adquirié de la Central de abastos, lztapalapa, Distrito Federal en

Enere de 1993.
Preparacién de las muestras

a) tMuestra crudat La verdolaga fresca se limpid, se secd durante
dos dias & una temperatura de 44°C y wse molid manualmente en
mortero, colocande la muestra en un recipiente cerrado a
temperatura ambiente.

b) Muestra cocidar La muestra de verdolaga limpia ( 150 ¢
aproximadamente) se gometiéc a un proceso de coccisn en  un
recipiente cubierto durante 10y 15 minutos a tempsratura de
@bullicidn del agua (70°C) en un volumen inicial de 350 ml de agua
suficiente para cubrir la muestra,

Una vez transcurrido el tiempo de coccidén, se¢ separaron las tortas
del liquido de coccién para su secado en charolas de aluminioc
durante dos dias a 44°C. Las muestras secas se molieron en un

morterc y se quafdaron an un recipiente cerrado.
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2.4.1 Andlisis proximal (AOAC, 1990)

Determinacidén de humedad.

Fundamento

Esta técnica se basa en la evaporacidn total del agua
mediante calor. Se considera que la pérdida de peso es agua. 5i la
muestra que se va a secar solo servird para determinar hum=sdad, se
utilizan temperaturas de 100 hasta 105°C por wun periodoc de 4
horas.

Si la muestra a secar se utilizard para hacer otras
determinacionms deberd hacerse entre 35° a &0°C durante toda 1la
noche.

Conocer wl contenido de humedad de un alimento es de gran
importancia para poder darle un valor real a la cantidad de los

demds componentes que lo constituyen.

Procedimientos

Se pesaron 150 de cada muestra por separado en charolasi.de
aluminio (previamente pesadas) . Las muestras se_secaron duranta_
2 dias en la estufa con una temperatura de 44°C, Se retiraron de
la estufa y se dejaron enfriar en un desecador, para despuds pesar
una vaz alcanzado el equilibrio con la temparatura ambiente.
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Cailculos para determinar el % de humedad de la muestra:

Humedad= (A-B)#100 / M , donde

A= Pggo de la charola + muestra

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

% Materia seca= 100 - % humedad

Determinacidn de Cenizas
Fundamentol
Esta determinacidn se basa en someter la muestra a combustion
entre 5SSO0 hasta 400°C., La materia orgénica se oxida y las cenizas

resultantes son consideradas la parte aineral del alimento.

Procedimientos

Se pesaron de 1 a2 P gramos de muestra, en crisoles de
porcelana previamente pesados y calcinados durante dos horas a
600°C; las muestras se sometieron a wuna temperatura de 550°C
durante @l tiempo necesario para obtener cenizas blancags o grises
homogéneas, Se debe tener cuidado que la temperatura no exceda los
550°C, pues de lo contrario se produce la volatilizacién de los
cloruros.
Obtenidas las cenizas, se transfirieron al desecador para su
cdlculo.
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Calculos para la determinacién cenizas:
% Cenizas en base seca= Peso de las cenizas*100 / Peso de muestra

(% Cenizas en B.5.) * (% Materia seca)

% Cenizas en base humeda=
100

% Materia orgdnica= 100 - % Cenizas en base seca

Determinacién de proteinas

{ Método macroKjeldhal, ADAC, 19%0)

Fundamentoi

El método consta de dos fases: la digestion, en la cual se
lleva a cabo la destruccion de la materia orgdnica y la fijacion
de nitréogeno como sulfato 4cido de amonio y destilacidn en donde
se libera el nitrégeno en forma de amoniaco, que se recibe en una
solucion de dclido bérico, formando el borato de amonio que se

titula con solucién de dcido clorhidrico O.IN.

Para estimar el contenido de proteina en base el contenido de
nitrogeno, se multiplica este Gltimo por un factor llamado factor
nitrégeno, el cual se calcula en base contenido de nitrégeno en
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las proteinas. En la mayoria de las proteinas vegetales el
promedio de nitrégeno, es de un 1&%, esto significa que cada
unidad de nitrégeno estd contenida en 6.25 unidades de proteina.
El contenido de proteina calculado de esta manera no puede
ABEQUrarse que provenga exclusivamente de proteinas, razén por 1la

cual el resultado obtenido se le llama proteina cruda.

Procedimiento:

Se pesaron 1g de muestra, 10g de muestra catalizadora y se
adicionaron 25 ml de dcido sulfurico concentrado y tres perlas de
vidrio, posteriormente se procediéd a digerir la muestra hasta

obtener una solucisn de color verde transparente,

Una wvez enfriado a temperatura ambiente, se afadieron al
matraz 300 ml de agua destilada, granallas de cinc, 100 ml de
hidréxido de sodio al 33% y se procedis a la destilacidn., E1
destilado (250 ml), se recibid en una solucion de dcido bérico atl
4% al que se le aRadieron previamente tres gotas del indicador,

por Gltimo se procedid a la titulacién.

C4lculos a considerar en la determinacisn de proteinas segun el

Método macroKjeldhal:

- 33 -



% Nitrégeno = ml o, % N pcy * meq N # 100 ¢ Peso de muestra
% Proteina cruda en base seca = 4 N # 6.25

% Proteina cruda en B.H.= % Proteina cruda{B.S.)* Materia seca/100

Determinacién de grasa cruda
Fundamento:
La volatitizacién y condensacién del éter anhidro sobre la
muastra, produce una reclrculacién continua por medio de la cual

se extrae todo el material soluble.

Procedimientos

Ge pesaron de 2 a 3 g de muestra molida vy seca en papel

filtro, la cual se deposits dentro del portacurcho, colocdndolo en
la abrazadera del aparato Goldfish. Por otro lado, e] vaso para
Goldfish se pusd & peso constante durante dos horas a una
tenpurratura de 100°C, se enfrid y pesd, después se le aiadis éter,
aproximadamente S0 ml y se colocé en el aparato para Goldfish,
Se calentd con parrilla eléctrica bajo una campana cerrada durante
aproximadamente cuatro horas, Una vez transcurrido el tiempo, se
retirés el portacartucho, Se guardd la muestra desengrasada para la
determinacién posterior de fibra cruda. Después se procedis a 1la
evaporacion total del éter. Se secé el extracto a 100°C, se enfrid
y pesa,
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Cdlculo para determinacién de grasa crudai

% Grasa cruda base seca= Peso de grasa * 100 / Peso muestra

% Grasa cruda base himeda= % Grasa cruda B,S. * YMateria seca/100
Determinacidn de fibra cruda

Fundamento1

La fibra cruda es la porcidn indigerible de los alimentos, Esta
constituida por celulosa, hemicelulosa y lignina principalmente.
La muestra seca y desengrasada se somete a una primera digestidn
dcida y posteriomente a una segunda digestidn alcalina.

La materia orgénica del residuo obtenido es la fibra cruda,

Procedinientos

Be pesaron de 1 a 2 g de muestra desengrasada, se colocd en
el vaso digestor, zc adiclonarcn 200 ml de écido sulfarico 0.25 N
y se llevé a aebullicidn durante 30 minutos. A} clb; _de este
tiempo, se filtré en tela de algodén en un Buchner y se lavé eon
agua destilada caliente, una vez lavado el residuo, este seo
transfirié cuantitativamonte al vase digestor, se le adicionaron
200 ml de hidréxido de sodio 0,31 N caliente y nuevamente se dejd
ebullir durante 30 minutos. Se filtrs, se lavé con agua destilada
caliente, £1 residuo limpio we colotd en un crisol de porcelana
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puesto previamente a pasc ctonstante y se llevé a la estufa para
secarlo a 60-70°C durante toda la noche. Transcurrido el tiempo,
se enfris vy pess. Posteriormente se colocéd en un crisol en la
mufla para calcinar el residuo a 550-400°C durante una hora.

Se enfrio y peséd.

CAlculos para fibra cruda:

% Fibra cruda sd = % Fibra cruda seca y desengrasada

% Fibra cruda sd= Peso de fibra * 100 / Peso muestra

Peso Fibrae (Peso crisol + muestra antes de incinerar) - (Peso de
crisol después de incinerar)

% Fibra cruda base gseca muestra original= X FCsd # (100- X Grasa
base seca) / 100

% FC base himeda= % FCBS * X Materia seca / 100

Daterminacién de extracto libre de nitrégeno

(Método de Weende)

Fundamento:

El extracto libre de nitrégeno (ELN) mide el contenido de
carbohidratos no estructurales presentes en el contenido celular,
¢stos son monosacdridos, disacdridos, trisacdridos y almidones,
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El ELN 8 mide a traves dp un caleule aaterdticet

% ELN (base secal)= 100 - (XPC + XGC + ¥FC + %C)

% ELN (base hameda) = ELN (base seca) * % materia seca / 100

% PC = % Proteina cruda
% GC = X Grasa cruda
% FC = ¥% Fibra eruda

% C = X% Cenizas

8.4.2 AnAlisis de sinerales

Preparacién de la muestra

Se pesaron 2 g de muestra seca y molida y se procedid a la
determinacidn de cenizas.
Las cenizas obtenidas se disolvieron con 5 ml de dcido
clorhidrico 6 N, se calenté hasta ebullicidén. Posteriormente ge
aford a 100 ml con agua destilada. Finalmente se filtré y Quardd

1a solucisn.
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Determinacién de calcio (Ca)

Procedimiento:

Se tomé una alicuota de 10 m)l del filtrado anterior,se
afadieron 5 ml de hidréxido de sodio S N, 1 ml de calcsn, 10 gotas
de cianure de potasio, 10 gotas de clorhidrato de hidroxilamina,
10 gotas de trietanclamina y se procedié & la titulacién con el

4cido etilendiaminotetracético (EDTA) 0.0BN,

Cédlculosat

meq Ca/l = Bl gova * N eova * 1000 # dilucicn / alicuota

Determinacidn de calcio y magnesio (Ca y Mg)

Procedimiento:

Se toms una alicuota de 10 ml del filtrado, se aRadieron 20
gotas de solucidn reguladora de amonio, 5 gotas de negro de
eriocromo, 10 gotas de cianurc de potasio, 10 gotas de clorhidrato
de hidroxilamina, 10 gotas de ferrocianuro d potasio y 10 gotas de
trietanolaminaj finalmente se procedis a titular con

dcidoetilendiaminotaetraceético 0.08N (EDTA).
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Cdlculos:

meq Ca~Mg/l = ml gorn * N zora * 1000 # dilucisn / Alicuota

Determinacisn de magnesio (Mg)

Conociendo el valor de meg Ca-Mg/l y el valor de meq Ca/l, se
puede conocer ®] valor de meg Mg/l por diferencia de los primeros

valores.
Determinacién de fosforo (P)

Fundamento:

La determinacidn de fésforo se basa en la reaccidn de los
;ones fosfato (PD4)3-, con los iones molibdato (ﬁoO.) y los
vanadato (V03-) en wun medio fuertemente Acido para producir un
compuesto de color amarillo llamado 4cido molibdofosférico.
El desarrollo de color se mide espectrofotométricamente,
Procedimiento:

A una alicuota de 2 ml se le aRadieron 10 ml de reactive de
mol ibdovanadato y se aforé a S0 m! con agua destilada. Se agités vy
dejé reposar durante 10 minutos; a continuacién se procedid a leer

l1a absorbancia a 400 nanometros.
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Se utilizé una solucidén patrén de fésforo (0.1 mg/ml), de la
cdal se tomaron diferentes alicuotas y se procedis de la misma
forma que para la muestra. Para conocer la concentracion de
fésforo en la disolucidén se interpols el valor de su absorbancia
en ia curva de calibrado que se trazé mediante las lecturas

correspondientes a las disocluciones patrén de fosforo.

Célculos:

mg P= Absorbancia / Pendiente de la curva patron

S0
mg P * ~=—-—-— * 100
alicuota
%P =
1000 # Peso muestra . Be

Determinacidn de hierro (Fe)
Fundamentot
€l hierro se determina previa reduccién al estado _ferrdsu
mediante el cloruro de hidroxilamina y formacidén subsiguiente de
un complejo ferroso con la ortofenantrolina que es un compuesto

con anillos quelades de color rojo intenso.
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Procedimiento:

Se tomd una alicuota de 5 ml de filtrade, el cual se ajusts a
un pH entre 1,5 y 2.7, seguidamente se aRadieron 2 m! de
clorhidrato de hidroxilamina y 1 ml de una solucién de
ortofenantrolina al {.5% y se afors a 50 ml con agua destilada; a
continuacidn se procedid a la iectura espectrofotométrica a una
longi tud de onda de 490 nm.

La concentracion de hierro en la disolucion se dedujo de la
curva de calibrado Qque se trazé mediante las lecturas
correspondientes a las disoluciones patrén de hierro,

Se trabajé con una solucidn patrén de hierro de 10 ug/m!, se

procedid de igual farma que la muestra,

Calculos:

mg Fe = Absorbancia / Pendiente de la curva patron

mg Fe #* (50/alicuotal® 100

X Fe =

1000 # Peso muestra
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Determinacisn de cinc (2n)

Fundamentot

La forma dcida de la difeniltiocarbazona (ditizén) es soluble
an tetracloruro de carbono, mientras que la sal de amonio es
soluble en agua que contenga un ligero exceso de hidréxido de
amonio. E] ditizén forma complejos con el cinc, el cual puede saer
extraido de una solucién acuosa por tetracloruro de carbono a

pH entre 8 y 10,

Procedimientos

Se colocsé en un embudo de separacién una alicuota de S ml, se
le afadieron 40 ml de d4cido clorhidrice 0,08N, 50 ml de solucién
reguladora de citrato aménico y 3 ml de una solucidn de
carbamatos. Se ajustsé el pH a 8.5-B.B con hidréxido de amonio o
dcido clorhidrico., Se afadieron 10 ml de solucion de ditizon y se
agitsd durante S5 minutos. La fase orgdnica se transfiris a otro
ambudo de separacidén y se adicionaron 25 ml de hidréxido de amonio
0.01 N y se agits. De la fase organica se tomd una alicuota de
S.-ml y se aford a 50 ml con tetracloruro de carbono, se midid la
absorbancia & 540 nm. La cantidad de cinc presente se determiné
por comparacisén con una curva patrén preparada de forma idéntica,
pero con cantidades conocidas de cinc.

La solucién patrén de cinc tenia una concentracisn de 2ug/ml.
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Célculos:

mg Zn® Absorbancia/ Pendiente de la curva patrén

mg Zn * (S0/alicuota) #10Q

¥ 2n =
1000 * Paso muestra
Determinacidn de sodio (Na) y potasio (K)
(Excitacisn por flama)
Fundamento:

Cuando s%e rocia una muestra a la flama, el disolvante se
evapora o quema, dejando particulas diminutas de los compuestos
sélidos presentes en la muestra. Estos se evaporan y se conviecten
parcialmente en Atomos gaseosos. Una pequela fraccidn de éstos
dtomos son excitados por la energia térmica. Estos Atomos
excitados no son estables por largos peridédos y regresan al estado
basal con emision do luz ultravioleta o visible. Esta luz incide
sobre un fototubo y se convierte en corriente eléctrica que se
amplifica y mide, o bien, directamente.

El poder radiante de la luz emitida depende del numero de
&tomos excitados en la flama. El poder radiante serd directamente
proporcional & la concantracién del elemento que se desea

determinar en la muestra.
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Procedimiento:

Se prepararon estidndares de sodio y potasio para las curvas
patron de ambos minerales.

La solucidn problema se introdujo en la llama exa:tamente en
las mismas condiciones que se siguieron para la preparacidn de la
curva patron. Para asegurar que las condiciones se mantuvieran
constantes, se verificaron log estadndares antes y despuéds del
andlisis. Antes de leer oen el flamémetro, se calibré el aparato
con las soluciones estdndar a una concentracién de 50 ppm cada
uno, Se colocaron 20 ml de filtrado en el flamdmetro y se toms la

lectura correspondiente.

Célculos:
Lectura * dilucidn
ppm Na 6 K=
Paendiente de la curva patron
ppm Na & K #(100/1000)# 100
X NadKm

1000 * Peso muestra
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2.4.3 Detarminacidén de plomo (Pb)

Procedimiento:

Se tomé una alicuota de 10 ml de filtrado, el cual se
acidificé con Acido clorhidrico al 25%. Se calentd la solucidn
durante § minutos para despuds neutralizarla con solucién de
amonieco, Posterlormente se colocd la splucién sn  un embudo de
separacidn,donde we la& aladieron 5 mnl de solucliin I+, T ml de
solucién II+ y 25 m) de wolucidn de ditizona; se agités durante O
minutos. La fase orgénica se filtrs, aford a 50 ml y se procedid &

ieer absorbancia a 515 am,

La cantidad de plomo presente se determindé por comparacisn
con una curva patrdén preparada de forma idéntica, pero con
cantidades conocidad de plomp. De igual maners se corrié un
blanco.

La solucidn esténdar de plomo tenia una concentracidn de

i mg/ml

Calculoss

fbsorbancia

ng Pom

Pendiente curva patrén
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mg Pb * (50/alicuota)

% Pb=
1000 * Peso de muestra

+ Solucién 12 20 g de cloruro de sodio + 10 ml de hidréxido de

hidracino m&s 70 ml de Acido clorhidrico IN.

4+ Solucién 11 80 g d cavbonato de potasio + § ¢ de cianuro de
potasio + 59 de tartrato sédico potdsico + 20 ml de solucisn de

amoniaco al 25%.

8.4.4 Analisis do oxalatos Cals ( Método Directo Volumeétrico)

Fundamanto:

La porcidn mineral de la muestra en medio d&cido y los
oxalatos se precipitan como oxalates de calcio al reaccionar con
una solucidn de calcio, separindose por centrifugacisn Yy
disolvéndose con &cido sulfurico diluido, para ser cuantificados
por titulacidn con permanganato de potasio, al ocurrir una
reaccidn de oxido-reduccién en la que la solucidén sulfurica del
dcido oxdlico decolora al permanganato. E}! MnDe colorido se reduce

al ion manganoso Mn B+ ( incoloro en solucidén’.
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Procedimiento:

Se pesé | g de muestra, se le aRadieron 50 m! de 4cido
clorhidrico IN, para llevarla a digestién por 30 minutos. Al cabo
de este tiempo, se enfrid, filtro y aforé a 50 ml con Jdcido
clorhidrico IN. Despuéds se tomd una alicuota de 6 ml del filtrado
a la cual se afadié & ml de una golucién de calcio (1000 ppm
Ca2+)j s@ ajusts @l pH entre B y % con hidréxido de amonio SM y
enseguida se centrtfuqé' por 10 minutos & 3000 rpm. Transcurrido
este tiempo, se decants y al precipitado se le adicionaron 2 ml de
hidréxido de amonio al 8%, se mezclé y repitis la centrifugacidn,
Despuds de este tiempo, al precipitado obtenido se le adicionaron
6 ml de écido sulfurico LN para posteriormente titular a 70*C con
una solucién de permanganato de potasio 0.08N, con agitacidn

constante.

Calculowus

(M~B) (V) (N} (C) W)

ppm Callax
(8) (A) (W) (0.02)
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donde:

M=
B=
,v.

-8

N=
W=
. -

C=

ml KMnO, valorado gastados en la titulacién de la muestra
M1 KMnO., valorade gastados en la titulacidn del blance
Volumen de aforo del extracto en ml

Volumen KMnO, valorado gastados en la titulacisn del patrén
Alicuota del extracto utilizada para el andlisis
Normalidad del KMnO,

Peso de la muestra en Kg

Alicuota del patron de oxalatos en ml

Concentracién del patrén de oxalatos (mg/ml)
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2.4.5 Prueba de genotoxicidad de oxalatos in vitro

Para la realizacién de esta prueba, se utilizé acido oxdlico
puro, BSe trabajaron cinco cepas diferentes de Halmonella
typhimurium JALS3S, TA1S37, TA1S38, TA98 Y TA100 con el fin de
corroborar el tipo de mutacién que causaria ia sustancia problema.
Asimismo s trabajaron con dos mutdgenos como controles; el @8-
amingantracene acompadado de homogenado hepdtico (fraccioén s-9)

y el t-nitropirenc.

Medios y soluciones
L-histidina 0.5nM- Biotina o.5mM
Se disolvieron 0,0077g9 de histidina més 0.0128¢g de biotina en 100

ml de agua destilada. Se guards a 4°C en la obscuridad.

L-histidina O,IM - Biotina 0.5mM
Se disolvieron 1.5516g de histidina m&s 0,0122g de biotina en 100
m] de agua destilada., Se esterilizé en autoclave y quardd a 4°C en

1a obscuridad.
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Solucién de Sales Voguel-Bonner

En 400 ml de agua destilada se disolvieron

Sulfato de magnesio heptahidratado ‘ 109
Acido citrico monohidratado 100g
Fosfato de potasio monobdsico anhidro 5009
Fosfato de sodio Amonio tetrahidratado 1759

Se filtré la solucién y se agregé agua destilada suficiente para
completar 1000 ml. Se afadié 1 ml de cloroformo y se almacend a

temperatura ambiente,

Solucién de Cristal Vicleta
6e disolvieron 10 mg de cristal viocleta an 10 ml de agua

destilada. Se almacend a 4°C,
Solucién de Ampicilina

Se disolvieron 0.25g de ampicilina en 10 ml de una solucidn 0.02N

de hidréxido de sodio. Se almacend a 4°C.

Golucidn de Tetraciclina

Se disclvieron 0.0625g de teraciclina en 10 ml de una wolucisn
0.08N de &cido clorhidrico. 6&e almacens a &°C y protegido de la
luz.
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Agar de Superficie

Componentes: Bacto agar 0.é&9
Cloruro de sodio 0.5g
Agua destilada 100 ml}
Sol.Histidina 0,5mM-Biotina 0.5mM 10 ml

Se pusaron los ingredientes, se agregé el agua destilada y se
afadié la solucidn de histidina 0.5mM-biotina 0.5nM. Se esterilizé
@n autoclave y se distribuyd en tubos con tapén de rosca estériles

& razén de 2.5 ml por tubo.
Medio Minimo E. de Voguel-Bonner

Componentest Bacto agar ' 7.5¢
Dextrosa 10.09
Sol. de Sales de Voguel-Bonner 10 ml
En un matraz de 1000 ml se colocs el bacto agar y se
afiadieron 300 ml de agua. En un matraz de 250 ml se disclvié la
dextrosa an 100 ml de agua destilada. En otro m;traz de B50 ml se
mezcld la sol. de sales Voguel-Bonner con 100 ml de agua, Los tres
matraces se esterilizaron en autoclave a 121°C por 820 min, Se
unieron las soluciones en @l matraz de ! 1, se mezclaron
perfectamente y se distribuyeron en cajas de petri estérliles de
15x100 (aproximadamente 30 ml por caja),
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Medio Minimo E. Voguel-Bonner complementado con histidina

Se agregs 0.1 ml de una solucidén ésteril de histidina 0.1M-
Biotina 0.5 mM a la superficie del medio minimo, se distribuys
uniformemente con la ayuda de un tridngulo de vidrio ésteril hasta

iograr su sequedad.

Obtencién y mantenimiento de las cepas de prueba (TA9B, TA1535,

TA1537, TA1S538, TA100)

Las cepas vienen en agar blando dentro de frascos de vidrio
con tapa de rosca. Inmediatamente se tomé una asada del cultivo,
se sembro en 5 ml de caldo nutritivo estéril y se incubé durante

16 hrs a 37°C con agitacion.

Se prepararon los cultivos de reserva colocando 0.8 ml de la
suspensidn bacteriana més 0.07 ml de dimetilsulfdéxido (DMSO) y
se congeld répidamente sobre hielo seco para mantenerlos después a
~70°C.

Para evitar congelar y descongelar los cultivos de reserva se
prepararon cajas de Petri con medio minimo complementado con
histidina en las que se sembré por estria una asada del cultivo

las cuales se guardaron a 4°C hasta por | o 2 meses; se tomd una
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colonia que se sembré en S5 ml de caldo nutritivo al que se
afadieren § ul de una solucidn de ampicilina y se incubd por 16
hrs & 37°C con agitacién.

Para obtener nuevos cultivos de reserva se tomaron de los

cultivos de reserva a ~70°C preparados inicialmente,

Requerimiento de la presencia de los marcadores genéticos y

determinacién de la frecuencia de reversidén esponténea

Requerimiento de Histidina

Se sembro por medio de estrias el cultive de 16 horas sobre
cajas que contiensn medio wminimo de Voguel-Bonner. Se hizo lo
mismo sobre medio minimo complementado con un exceso de histidina.
Solamente debe haber crecimiento en las cajas complementadas con

histidina.
Sensibilidad al Cristal Violeta

Esta prueba se utilizo para verificar la presencia del
marcador "rfa" {(modificacidn de la pared celular). En una caja de

medio minimo complementado con histidina se trazé una linea con la

solucién de cristal violeta y se dejs secar completamente. Se tomd
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una asada del cultivo y se trazé una linea perpendicular a la del
cristal violeta. Se incubs a 37°C por 24 hrs. Una zona clara de
inhibicion sobre la linea del colorante indica la presencia del

marcador,
Presencia del Plasmido

Para wsta prueba se utilizaron dos cajas de medio minimo
complementado con histidina, una para ampicilina y otra para
tetraciclina. Se procedis de igual manera que con la prusba al
eristal violeta , solo que sustituyendo el cristal violeta por el
antibisdtico. Las cepas que contienen el plésmido no deben mostrar

inhibicién al crecimiento,
Frecuencia de reversidn esponténea

Se colocd 0.1 ml del cuitivo en un éubo de ensayo con tapsn
de rosca el cual contenia 2.5 ml de agar de superficie & 45°C, se
agité con ayuda de un vortex, se vacid el contenido sobre medio
minimo de Voguel~Bonner, de manera uniforme, se dejé solidificar e
incubar a 37°C , Esta prueba se hizo por triplicado.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn se contaron las

colonias de revertantes espontdneas que resultaron y se comprobé
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la presencia de una densa capa de pequeRas colonias (con ayuda de
un microstopio de diseccidn) que resultaran como consecuencia de
las trazas de histidina presentes en el agar de superficie.

Esta capa de colonias tiende a desaparecer cuando el compuesto que

se prueba es tdixico,
Obtencisén de la fraccisén $-9

Bajo condiciones asépticas se extrajeron de ratas machos, los
higados y se coiocaron an 15 ml de una sol, de KCl 0.15 M a 4°C,
Se pesaron los higados y st transfirieron a recipientes que
contenian 3 ml de K} 0,15 M por gramo de higado.

Sa cortaron y homogenizaron con un Potter-Elvehjem. Daspués se
centrifugaron a 9000 rpm por 10 min y el sobrenadante (fraccidn
5-%) se distribuydé en viales con tapdn de rosca a razén de 1 ml.
Se congelaron répidamente sobre hielo seco y se mantuvieron a
80°C. Cuando 8ga requerida se descongela una porcién de la
fraccidn 5-9,
Mezcla 5-9/ml pafa la prueba de mutagenicidad

Glucosa 4~fosfato 0,0013g/ml

NADP 0.003g/ml

Sol.MgCle 0.4M/KC1 1.45M 0.02 ml/ml

Amor tiguador de fosfatos 0.2M pH=7.4 0.9 m!

Fraccisén 5-9 0.1 ml/ml
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Los cloruros y el buffer se mantuvieron a 4°C. Se calculé la
cantidad de nicotinamida-adenin-dinuclesdtido-fosfato (NADP) y
glucosa é-fosfato que se va a utilizar, se disolvieron en el
amortiguador y se arRadié de clorures. La solucién resultante se
filtrd en un filtro Millipore estéril., La mezcla 5-9 se mantuvo a

refrigeracién (4°C).
2.4.5.1 Prueba de mutagénesis de &cido owdlicoe
Protocole de mutagénesis

A los tubos 1, 3, 4, 5, &6 que se muestran en el cuadro 2.1
se le aRadieron 0.4 ml de cultivo bacteriano de 146 hrs.; 2.4,
2.36, 2.32, a2.20, 2,0 ml de amor tiguador de fosfatos
respectivamente. A los tubos 3, 4, S, 6 se adicionaron 40, 80, 200
y 400 ul de solucién del compuesto problema,

A los tubos 2, 7, 8, 7, ¥ 10 se afadieron 0,4 ml de cultivo
bacteriano, 2,0 ml de fraccisn §5-9, 0.36, 0.32, 0,20, 0.0 m! de
amortiguador de fosfatos y 40, 80, 200 y 400 ul de soluciom
problema respectivamente. Al tubo 11 se adicionaron 0.4 ml de
cultivo bacteriano, 2.0 ml de fraccion S-9, 0.346 nl de
amortiguador de fosfatos y 40 ul de 2-aminoantraceno. Para el tubo
12, se colocaron 0.4 ml del cultivo bacteriano, 2.36 ml de
amortiguador y 40 ul de i-nitropireno. Todos los tubos se llevaron
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& incubacién con agitacisn a 37°C durante 30 min., Transcurrido
este tiempo se colocaron 0.7 ml de la solucién de cada tubo en
2.5 m! de agar de superficie precalentado & 45°C, E} contenido de
la mezcla se agité con ayuda de un vortex y se distribuys sobre el
medio minimo de Voguel-Bonner, de manera que quedara una capa
uniforme, El procedimiento anterior se efectud rdpidamente ya que
la mezcla 5-9 podia inactivarse a 45°C. Las cajas se dejaron
solidificar a temperatura ambiente y se incubaron invertidas a

37°C por 72 hrs. Cada punto se hizo por triplicado.

Para determinar i la ausencia de cclonias revertantes se
debe a un resultado negativo o a la presencia de toxicidad, se
recomienda observar las cajas de Petri en un microscopic
estereoscopico. Si la muestra es téxica, se obsorvard la ausencia
del crecimiento de una densa capa de pequefias colonias, las cuales
resultan como consecusncia de las trazas de histidina presentes en

e} agar de superficie.

2.4.5.2 Prueha de antimutagénesis de dcido oxdlico

Protocolo de antimutagénesis

Para @! protocolo de antimutagenesis, mostradoc en el cuadro
2.2 al tubo | se le afadieron 0.4 ml de cultivo bacteriano, 2.4 ml
de amortiguador de fosfatos y 40 ul del mutdgeno control. Al tubo
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2 se le adicionaron 0.4 ml de cultivo bacteriano 2.0 ml de
fraccidén 5-%, 0.4 m} de amortiguador y 40 ul de mutdgeno. A 1los
tubos 3, 4, Sy & se le agregaron 0.4 m]l de cultivo bacteriano,
2.0 ml de fraccion S5-9, 0.346, 0.32, 0.20, de amortiguador de
fosfatos, 40, 60, 200 400 ul de solucién problema y 40 ul del
mutAdgeno control respectivamente,

Para el caso del [1-Nitropireno no se afadlié fraccidén 5-9, por
tanto se complementa wl volumen final de 2.8 m], con solucién de
amortiguador de fosfatos. Una vez preparados todos los tubos, se

procede de igual manera que en el protocole de mutagénesis.,

Interpretacion de Resultados

Un resultado positivo del afecto mutagénico de un compuesto
dado se define como un aumento del doble en el numero de
revertantes espontdneas y que tal incremento esté en funcién de
la concentracion del compuesto,

La mutagenicidad de wun compuesto puede manifestarse a
concentraciones por debajo de su nivel téxico o muy cercanas. EI
crecimiento de una densa capa de colonias pequeflas que aparece
normalmente en Jlas cajas, debido a las trazas de higtidina
presentes en el agar de superficie, tiende a desaparecer en caso

de que la muestra resulte téxica,
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Para que un compuesto dado se considere como agente
antimutagénico, @l crecimiento de las colonias revertantes debe
disminuir en un SOX con respecto al nimero de colonias inducidas

por el mutdgeno utilizado como control positivo.
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Cuadro 2.1 Protocolo de mutagénesis de acido oxdlico
en i

Cepas TA98, TA1535, TA1537, TA1538, TA100

DATO CULTIVO  FRACCION AMORTIGUADOR  ACIDD COLONIAS

No  BACTERIAND S-9 DE FOSFATOS  OXALICO REVERTANTES
(m1) (ml) tml) (ug)

1 0.4 - 2.4 -

2 0.4 e 0.4 -

3 0.4 - 2.36 500

4 0.4 - 8,32 1000

E] Ot - : 2.80 2500

& 0.4 - 2.0 5000

7 0i4 . B.O 0.36 500

8 0.4 2.0 0.32 1000

9 0.4 2.0 0.20 2500

10 0.4 2.0 - _ 5000

11 0.4 2.0 0.36 40 2A-A%

12 0.4 - 2,36 40 1in-p*

* ttutigenos controls 2amino-antraceno (2AR-A)s100ug/1000 ul
(Todas las cepas)
initro-pireno (IN-P) =(3 ug/ml] para la TA100
initro-pireno (I1N-P)=[0.05 ng/10 ull (TATB)
tnitro~pireno(iN-P)=(Sng/10 ul)
{Cepas TA1535, TA1537, TA1538) '
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Cuadro 2.2 Protocolo de antimutagénesis de dcido oxdlico
on

Cepa TA%8

DATO CULTIVO FRACCION AMORTIGUADOR ACIDO MUTAGENO COL REVER

No BACTERIANO 5-9 * DE FOSFATOS OXALICO

iml) {ml) (ml) {ug) {ul)
t 0.4 - 2.4 - 40
2 0.4 2.0 0.4 - 40
3 0.4 2.0 0.36 500 %0
4 0.4 2.0 0.32 1000 40
S5 0.4 2.0 o.20 2500 4“0
& 0.4 8.0 - 5000 40

Mutdgenos: 1-Nitropireno= (5 ng/10 ul)
2=Aminoantraceno={(100 ug/1000 ul)

# Para el experimento con 1-Nitropireno,nc se usé lba fraccidén S-9.
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CAPITULO 3
t is

Los ensayos de mutagenicidad y antimutagenicidad del Acido
oxdlico asi como el andlisis quimico de 1a verdolaga y la
cuantificacién de los oxalatos, se llevaron a cabo a la par,
debido a la disponibilidad existente de equipo y reactivos en el

laboratorio.

3.1 AnAlisis proximal de Portulaca oleracea b, {(verdolaga)

Los resultados analiticos obtenidos, fueron evaluados
estad{sticamente siguiendo las metodologias del andlisis de
varianza (52), desviacién esténdar (S), coeficiente de variacisn
(CV) y media aritmética (X) Anexo S.

La vardolaga fresca y cruda fue analizada mediante un
andlisis proximal. El1 cuadro 3.1 proporciona la composicién
nutricional de la verdolaga. Como se observa, este vegetal se
caracterizd por su baja concentracién de grasa, 2.53 % 3 y por su
alto contenido de humedad, 94.66 ¥ .

Comparando nuestros resultados con otros autores (Cuadro 1),
se observéd que existen aparentemente diferencias en los
resul tados, peroc al hacer un andlisis estadistico (Anexo &), solo
los minerales y carbohidratos tuvieron una variacién estadistica
significativa. Esto se debié posiblemente & la calidad de los
reactivos utilizados en las determinaciones, ya que muchas veces
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Coadro 3.1 Andlisis proxisal de Poriulaca olerscea L. (verdolags)
{97100 g sumstra )

. ARLISIS BASE BECA BASE HMEM . §BAGE HUMED BASE HUMERA
. N .49 b . " 0.5

. MATERIA SECA 53 oven . anee gt

. CExtZag 15,95 (2] . b N

. PROTEINA CRUDA 29,34 L% . 2.3 2.7

. GRASA CRUBA 2,53 0.13 . 0.3 07!

. FIiRA Crutd 1502 (4] . 6.8 [N]

. CAMNIIRATES 10,17 .98 . (8] an

# Fuenter Instituto Macional de la Mulricidn * Salvador Zubirin * (1987
+ Fueater Cerelito Valdez Martha, Tesis preferional (1991)



por cuestiones de disponiblilidad y costo se hacen cambios de los
mismos, adan trabajando la misma técnica; asi como al margen de

error y al analista.

3.2 Andlisis de -inérales de Portulaca oleracea L. {verdolaga)

Como sabemos, cierto nimero de minerales deben ser ingeridos
diariamente para mantener la salud; por tal motivo se realizé el
andlisis de minerales, con el propdsito de determinar si la
vardolaga cumplia con los requerimientos diarios recomendados en
1a dieta (Cuadro 3,2.1).

El cuadro 3.2 presenta la composicidn mineral de la verdolaga
siendo el potamio, B.2% } wl magnesio, 1.49% y el calcio, 0.89%
los mayoritarios; y en menor proporcidén el cinc, el fésforo y wl
hierro. Esto nos indica que si consumimos 300 Qramos
aprokimadamente de verdolaga (base oece), =e logran cubrir
perfectamente los requerimientos de calcio (2670 mg), magnesio
(4485 mg), fésforo (1R37 mg), cinc (31.2 mg) a exepcidn del hierro
del cual se necesitaria consumir 400 g de la planta para obtener

21 mg de este mineral y as{ alcanzar dicho requerimiento.,
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Cuadro 3.2 Andlisis de minerales de Portylaca oleraces L. (verdolaga)
{ Base seca )

HINERAL X (mg /1009 musstra)
50010  (Na) 0.89 2.%0

POTASIO (K} 8.2 8200

CALCIO  (Ca) 0.89 850

MAGNESIO (Mg) 1.99 1493

FOSFORD (P) 0.413 413

HIERRD  (Fe) 0.0052 5.25

CING 2n) 0.0104 10,4

PLOMO  (PD) e Cm——-

TOTAL 11,89 11898
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3.3 'Analisis de plomo

Del andlisis de plomo realizado, se observé que la planta
carecia de este metal pesado, lo cual nos da una idea de las
buenas précticas agritolas al que fue sometido este cultivo de
verdolaga en particular,

Toda esta informacién nutricional de 1la verdolaga es
importante tenerla presente en nuestra alimentacidén cotidiana, con
@l propésito de poder variar y alternar con otros alimentos, ya
que complementa y asegura al organismo parte de 10s requarimientos
diarios de macronutrimentos y micronutrimentos y as{ lograr el

buen funcionamiento de nuestro organismo.

3.4 #6ndlisis de oxalatos

La verdolaga ademids de ser estudiada desde un enfoque
nutricional fue wevaluada desde el punto de vista toxicolégico,
tomando como punto de partida a los oxalatos, compuestos quimicos
presentes en @lla de forma natural.

El cuadro 3.3 muestra los resultados obtenidos del andlisis
de oxalatos en la verdolaga fresca, sucia vy cocida a diferentes
tiempos. Como se@ observa, en todas las muestras analizadas los
valores de oxalatos oscilaron entre 1X y 8% .

La verdolaga sucia presenté un contenido de oxalatos mayor
con respecto a la limpia, esto se debid a la eliminacién de los
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Duadro 3.3 Andlisis de omalalos en
Netodo Hrecto Vol

Portalace olergena L. {verdolagal
trice

. BSE SECA BASE MDA .
. mEm SINATeS BAMTDS QIHATS olaLATs .
. tppad i ippad Y .
. VERDOLABA SUCTA 183792 1,485 88.36 0.088 .
T vt FRENA 10010.0 1.64 2.8 o5 .
. sl .
L VEROOLABA COCIM 19449, 194 163,46 01 .
T toe :
+ VRN CICTM 19e.0 L8 103,88 o X
v s : .



oxalatos solubles durante el lavado.

Uno de los intereses principales de este estudio se centré en
establecer la posibilidad de logrear una disminucidén en el
contenido de oxalatos por efecto de la temperatura. La literatura
reporta diferentes métodos de cocién no séle para verdolaga sino
también para espinaca en los que se asaden diversas sustancias
como sal comin (3%), leche &n polvo descremada (5%}, garbanzo (5%)
ose lleva a cabo un proceso de blanqueado seguido de la
congelacién bajo condiciones de trabajo especificas, todo esto con
el propésito de disminuir la concentracién de los oxalatos. 8in
embargo, en este estudio se quiso proceder de una manera més
sencilla y apegada & lo que une hace cominmente ep el hogar, Para
esto, se cocié la verdolaga a diferentes tiempos (10, 15y 20
minutos) a una temperatura de 90°C con el fin de evaluar el efecto
de la temperatura sobre los oxalatos.

En comparacién con la verdolaga fresca, la vardolaga sometida

a tratamiento térmico de 90°C a diferentes tiempos mostré, en
contraparte a 1o que se esperaba, més que una disminucidén en el
nivel de oxalatos, una ligera elevacién (0.94 %) sain que este
aumento fuera estadisticamente significative (Ver Anexo 7). Este
hecho se atribuye a la posible literacisn de los oxalatos o del
mismo &cido oxdlico que se encontraba en el interior de las
vacuolas de 1a planta. Ambos, probablemente unidos a otros
compuestos por fuerzas electrostdticas o formando puentes de
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hidrégenoc. También hay que considerar que al someter una muestra
al calor, existe pérdida de agua a nivel celular y por tanto los
compuestos insolubles en ella tienden a concentrase aan mds.

Por otra parte, el contenido de oxalatos en la verdolaga
cocida se manifestéd sin cambios para los tiempos de 10 y 1S

minutos por lo que se elimind el Gitimo tratamiento de 20 minutos.

Baséndonos en los rogsultados del cuadro 3 y tomando en cuenta
1a Die para el humano (S5 g/ 48 Kg) reportada en la literatura, se
puede asumir lo siguiente: para conseguir un efecto dafino de los
oxalatos en nuestro organismo se necesitarian consumir S500g &base
seca) y 1000g (base humeda) de verdolaga, fendémeno que no ocurre
en nuestra vida diaria, puesto que a lo sumo, una persona
consumird 250g aproximadamente en un platillo, @! cual no consume
diariamente. Por lcltanto, se puede inferir que los oxalatos no
tienen efecto téxico a corto plazo. Sin embargo no se descarta la
posibilidad de que de que se pudiese manifestar un efecto toéxico
crénico si &@ pacientas tuviera un estado fisiopatoldgico
particular que pudiera predisponer la formacidn de cdlculos

renales.
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3.5 Mutagénesis de dcido oxdlice

En los cuadros 3.4 y 3.5 se presentan los resultados del
crecimiento alcanzado para las cinco cepas bacterianas, en
presencia del 4cido oxdlico a diferentes concentraciones y en
ausencia de ¢l ( control ). Se observd que éste crecimiento fue
similar en ambos casos, pues el promaedio de colonias ravertantes
desarrol ladas en caso del Adcido oxdlico no supera ni siquiera en
un 50% el promedio de las del control, ya que para que un
compuasto se considere mutagéno se necesita que haya un
crecimiento bacteriano del 100% o més con respecto al control. Por
@l contrario en algunos casos se observé una disminucisén con
respecto al blanco, posiblemente pues cuestiones técnicas. Todo
wsto nos hace pensar que el chdo ok&lico no tiene efecto
mutagénico sobre la cepas de prueba. Esto ocurrid de jgual forma
en ambas estrateglass con y sin induccidén hepdtica, Los valores
presentados son los promedios correspodientes a las tres cajas
Petri que contenian el desarrollo microbiano.

En base a @stos resultados, se realizaron las gréficas
dosis-respuasta del icido oxdlico, con e}l fin de mostrar de una
manera mis clara lo dicho anteriormente ( Grdfica t y 2)

Por otro lado, se detects la toxicidad del &cido oxdlico,
es decir, se observd un efecto letal, para las cepas TA98 Y TA1537
a una dosis de S000ug/caja. Esto se comprobdé mediante la
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Grafica 1 Mutagénesis del acido oxalico sin induccion hepatica
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Grafica 2 Mutagenesis de!l dcido oxalico con induccién hepética
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observacién del crecimiento bacteriano de fondo que se efectus a
las cajas Petri que contenian las colonias revertantes, con ayuda
de un mitroscopio estereoscépico.

Esta prueba sirvid sslo para seleccionar las concentraciones del
compuesto problema a las cuales se iba a trabajar en el
experimentoy asto con el fin de evitar resultados falsos negativos
ya que 1a mutagenicidad de un compuesto puede manifestarse a
concentraciones por debajo de su nivel téxico o muy cercanas a el.
Por lo tanto, ésta letalidad que se observé en las cepas de
prueba, no se puede traducir en nada con respecto al ser humano,
va que é#sta prueba sélo sirvid para algo especifico e intrinseco

del sistema de prueba,

3.5.1 Prueba de antimutagénesis de 4cido oxalico

Para explorar la posible accion antimutagénica del 4cido
oxdlico, se probaron dos mutagenos muy potentes, es decir, dos
mutdgenos por madio de los cuales se obtuvieran una gran cantidad
de colonias mutantes; gracias a este efecto se pueden detectar
disminuciones del mismo cuando se prueba un compuesto problema, en
este caso, el 4cido oxdlico. Los mutigenos potentes que se
utilizaron para esta prueba fueront el i-nitropireno que es un
mutégeno directo y el 2-amino-antraceno, el cual necesita de
activacién metabslica para sar mutagénico.
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Los cuadros 3.6 y 3.7 muestran los resultados obtenidos de la
antimutagénesis del 4cido oxdlico, wutilizando el 1-nitropirenoc y
el 2-amino-antraceno respectivamente. Estos resultados revelaron
la ausencia total de un posible efecto antimutigeno del 4cide
oxdlico sobre las cepas estudiadas, Se observé que en lugar de
haber un crecimiento de colonias revertantes mucho menor a la del
control positivo, ocurrié todo lo contrario, dicho crecimiento se
elevéd por encima del control, pero esto se debidé principalmente a
la accidn misma de los mutdgenos control mds que a un posible
efecto de mutagénesis del compuesto problema. Estos resultados se

ilustran de manera mads clara en las graficas 3 y 4,
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Gréfica 3 Antimutagénesis del acido oxalico sin induccién hepética
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Gréfica 4 Antimutagénesis del acide oxalico con induccion hepética

Colonias revertantes por cepa
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CAPITULD 4

4, Conclugjones v reconendacjones

Portulaca oleracea | ., (verdolaga) es un alimento rico en
proteinas (27.34%), carbohidratos (37.,17%) y fibra cruda (15.08%).
Proporciona cantidades apreciables de minerales como potasio

(8.2%), magnesio (1.49%) y calgio (0.89%).

La verdolaga fresca y cruda presentsd niveles de oxalatos que
ogcilaron entre un 1% y 2%, niveles bajos comparados con el que

reporta la literatura para la espinaca (10%).

Al someter la verdolaga & coccidn durante 10 y 1S min, el
contenido de oxalatos auments aparentemente en un 0.94% con
respecto a la fresca, posiblemente esto se deba & cuestiones
técnicas del analista mas que a una cuestisn quimica. Sin embargo

este aumento no fue estadisticamente significativo.

No sg obgervaron variaciones importantes en la disminucion de los

oxalatos para el intervalo de tiempo evaluado.

La cantidad de oxalatos presentes en verdolaga serd siempre
variable, Por lo tanto, seria interesante, para estudios
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posteriores, monitorear el contenido de oxalatos durante la
temporada primavera-verano, ya que ¢ste trabajo se efectus con
verdolaga colectada en la época otoRo~invierno, particularmente

durante los meses Enero-Febrero, Yy se encontrod que la
concentracién de los oxalatos s@ mantuvo muy baja (menos del 2%).
De @sta manera se estudiaria el comportamiento o movimiento de los
oxalatos en cada époce pues se piensa que este es un factor

importante a considerar para la cuantificacidn de los mismos.

El dcido oxélico y por ende los oxalatos presentes de forma
natural en Portulaca olerdcea L, (verdolaga) no representan un
peligro para el que lo consume desde el punto de vista
toxicolégico y genotdxico.

Con la realizacién de este estudio se aportan datos novedosos con
respecto a la mutagenicidad de los oxalatos, que i bien no estin
presentes en verdolaga en elevadas concentraciones por lo msnos lo

estdn en otras plantas comestibles.
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ANEXD 5. ANALISIS ESTADISTICO

Con el fin de obtener resultados confiables en lasv
determinaciones desarrolladas en esta investigacisn, eéstas se
realizaron por triplicado.

Para el manejo de datos, se utilizaron métodos estadisticos:
media aritmética (X), desviecién estandar (§) y coeficiente de
variabilidad (CV),

§i recordamos, la media arltmétic-' (X} es la suma de todos
los datos entre el namero de ellos, es decir, es un valor

promedio.

Su férmula es:

donde: Z= Sumatoria
X= Valores de la caracteristica variable

N= Numero de casos
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La desviacidn esténdar (5) es una medida de dispersién mediante la
cual se determina que tanto se desvia cada dato, en promedio,
respecto a la media aritmética. Al aumentar la desviacién estindar
el grado de dispersion de los datos serd mayor y viceversa. En una

serie simple la formula ass

Para establecer el grado de variabilidad interindividual, se

calcula el coeficiente de variacion;

Cuando éste es superior al 20 ¥% se sospecha una causa muy fuerte

de heterogeneidad.
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WEXD 7 fedtisis estadfstice de los niveles de oxalatos excentrades e

verdolaga (Portulaca oleracea L.}
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