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INTRODUCCION

INTRODUCCION

ta humanidod desde sus nicios ha sustentado una lucha continua por el
obastecimiento de sus necesidades, siendo la principal, la alimentacién: aunque bien
sabemos que el crecimiento poblacional y el incremente en la disponibilidad de viveres
no ha ido a la par. Con respecto a lo anterior, se menciona Que somos cerca de 6 mil
millones de habitantes en el mundo y 105 recursos alimenticios para esta poblacién son
escasos. Este problema se acentha en paises en vias de desarrollo como el nuestro y
en especial en las zonas rurales marginales: sin embargo, en la mayoria de estas
regiones tropicales y subtropicales se dispone de recursos de origen animal y vegetal
que son pobremente aprovechados. (1-3)

Sabemos muy bien que la seleccion de los alimentos de los cuales disponemos
hoy en dia se realizé en base al sistema empirico de "Ensayo-Error”, ya que en
realidad las plantas y animales que han servido histéricamente como fuente de
alimentos para el hombre, no fueron diseRados por la naturaleza para tal propdsito,
con excepcién de ta leche materna. (4-6). E! método de “Ensayo-Error”
definitivamente fue muy drdstico, y desde et punto de wista toxicolégico sdélo pudo
evidenciar el problema de toxicidad aguda o a corto plazo: sin embargo, hasta la
actualidad y en base al uso ancestral de los alimentos que fueron seleccionados en
forma empirica, mads que por un estudio sistemdtico, se acepta como valido que sean
segures y algunos autores los denominan “Alimentos Tradicionales o Convencionales®,
(4.7.8). No obstante, un aspecto toxicolégico que no pudo ser visualizado por nuestras
ancestros y que incluso en la actualidad no es totalmente apreciado, es el factor de la
toxicidad crénica o a largo plazo, la cual se puede presentar por la ingesta frecuente
y continua de algunos alimentes cuya carocterizacion no se ha realizado por completo,
Este aspecto que presentan los climentos, en especial los de origen vegetal, es uno de
fos principales retos en 1ia investigacién toxicolégica de Jos alimentos;

consecuentemente, los alimentos y la dieta son lo que en lo vida cotidiana dan lugar a
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un mayor nimero de suposiciones, mitos y tabues, que en muchos de los casos no
tienen en ningtin momento las bases cientificas que lo sustenten (4.6.8)

Con respecto a lo anterior vale la pena reconsiderar lo expresado por el Dr
Eduard Saoma. quien establece que. “No cabe duda de que €l uso, la domesticacion y el
cultivo de las especies vegetales mas cxtendidas han sido determinados en gran
medida por el azxar, y estan condicionados por l0s valores sociales, econémicos y
politicos de las culturas dominantes. £5 muy probable que si €l proceso hubiera sido
cuidadosamente programado y las especies hubieran sido seleccionadas en base a los
datos cientificos dc que hoy disponemos. el resultado hubiera sido distinto™ (1)

Considerando lo anterior, podemos decir que por ¢! descubrimiento de América,
se presents un cambio significativo en todos los aspectos, en especial en los hébitos
alimentarios, principalmente para el nuevo Continente. por lo cual en el curso del
intercambio desgparecieron o quedaron meargnados. productos que en el pasado
habian ocupadoe un lugar destacado en la alimentacion y en la economia de vastas
regiones, cediendo su lugar a cultivos “extrafios™, que con €l hempo desencadenaron
cambios en los hdbitos alimentarios. (1,9.10)

En Mesoamérica el cambio y margwnacion de ias plantas alimentictas ha sido un
proceso reiativamente largo y difici. y estas aiteracciones sumamente drdsticas
afecraron con mayor fuerze a !las comunidades que Tuvieron mayor contacto con la
poblacién dominante. asi, las comunidades indigenas marginadas han mantenido sus
cultivos tradicionales y conservan las técnicas parc su manejo y utilizacién Esta
informacién empirica se ha acumulado a través de los siglos, buscando satisfacer sus
necesidades bdsicas. con las variedades de especies animales y, sobre todo, vegetales
que les rodean, las cuales se han 1do presentando por seleccidn naturat, mutaciones o
incluso nrtroducidas por otras culturas indigenas, ademds., en estas comunidades
rurales, la forma de aprovechar los recursos naturales Tiende a ser integral, lo cual es

congruente con la genominada agricultura sustentable que tanto se busca. (11-13)
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Paradéjicamente. nuestro pais, que tiene una posicién ventajosa en lo referente
a la riqueza, abundancia y variedad de especies vegetales, carece de un inventario

floristico que abarque todas las regiones: por lo tanto. no

xiste una completa
caracterizaciéon quimica de esta riqueza. y por la tanto no existe la postbilidad de un
aprovechamiento integral (3.14-17)

€n lo que respecta a las condiciones reales de la alimentacién y nutricién de la
poblacién rural marginal, existe un profundo desconocimiento que incluve hasta lo més
bdsico, como son ios recursos naturales con que cuentan (11.13.14) En estas zonas se
maneja el mito de que se consumc una dicta mondtona y poco variada. sin embargo,
hay claros c¢jemplos que demuestran lo contraro

Precisamente e! grupo dc investigodores de la Escuela Nacional de Ciencias
Biolégicas del IPN, encabezado por la Dra Margarita Avila, ha realizado e! estudio
etnobotdnico en la comunidad Tenck. del municipio de Aquismén, SL P . encontrdndose
que por lo menos 32 cspecies vegetales de su entorno son wutihiradas para
complementar su dieta de tortillas, friel, chile y café, también se observé que
muchas de estas especies vegetales mds que cultivadas, son favorectdas o protegidas
por los Tenek, quiencs poscen el conocimiento del manejo y preparacion de éstas con
fines alimenticios. (1B.19) Ademds este mismo grupo de 'nvestigadores reahizé, de la
mayoria de estas especies vegetales, el andlisis proximal, con la finolidad de
seleccionar las especies mdés prometedoras en el aporte de proteinas y calorias; ya
que es bien conocido que en estas zonas la desnutricion infanti! se presenta por la
escasez tanto de proteina como de grasc dietética. (18,20)

No obstante, para proponer cstas especies vecgetales como significativas
aportadoras compiementarias de macro y micronutricntes en la dieta bdsica de esta
comunidad, es mportante efectuar un estudio sistemdtico integral donde se
contemple el estudio toxicoldgico, el cual en primera instancsa consiste en determunar
cualitativa y cuantitativamente la presencia de sustancias téxicas y cntinutricionales

qQue con mayor frecuencic se presentan en ios ahimentos de origen vegetal, ya gue
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€stas pueden causar un problema de toxicidad oguda o crdmica por la ingestién
frecuente y/o continua de estos alimentos “No convencionales”. (4.6,7.14)

En base a todo lo anterior, la finalidad del presente trabajo, precisamente, es
determinar e! contenido de factores téxicos y antinutricionales de cinco especies
vegetales, que pueden ser aportadores complementarios tanto de proteina como de
grasa dietética a esta comunidad Tenek, y en especial a la poblacidn infantil que es la

mds sensible y en donde se presenta un elevado porcentaje de desnutricidn. (18-20).

i
{
H
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2. OBJETIVO

 OBJETIVO GENERAL:

la caracterizacién quimico-toxicoldgica, cualitativa y

los factores téxicos y/o antinutricionales que con mayor
en cinco especies

Efectuar
cuantitativamente de
frecuencia se presentan en los climentos de origen vegetal,

vegetales.

* OBJETIVOS PARTICULARES:
1. Determinar inhibidores de tripsinc, lectinas o hemaglutininas, scponinas,

glucosinolatos, glucdsidos cianogénicos y alcaloides en las siguientes semillas:

Nombre cientifico:
Brosimurm alicastrum
Cucurbira pepo
Enrerolobium cyclocarpum
Jarropha curcas

Phaseolus sp

2. Efectuar la determinacicon en el material vegetal crudo y en caso de estar

presentes factores tdxicas Yy/o antinutricionales termoldbiles, realizar la
determinacion en el material vegetal sometido a diferentes tratamientos térmicos,

para asi determinar si existe una disminucidn de estos factores en el material

bioldgico.
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3. GENERALIDADES

3.1 Factores téxicos y antinutricionales presentes en alimentos
Las sustancias nocivas en los alimentos por su modo de accién se pueden
clasificar en dos grandes grupos:

Las suystancias antinutritivas - El efecto téxico de éstas se basa en disminuir ia
los nutrientes csenciales. Dichas

disponibilidad o provocar una pérdida de
sustancias provocan un desequilibrio, que se compensa por un aporte suplementario

de los nutrientes implicados A largo plazo determinan la aparicién de una patologia

particular. Pertenecen, por ejempio a este grupo las sustancias que provocan el
las necesidades de yodo del organismo, y los

bocio, que actian aumentando
las

inhibidores de las enzimas digestivas, tales como el factor antitripsina de

leguminosas

Los téxicos de los alimentos, de efectos nefastos, que no pueden compensarse por
aporte suplementaric de nutrientes. Son compuestos que tienen un efecto téxico
sobre un tejido u érgano Su modo de accion puede explicarse, sea por su particular

reactividad, por un rmumetismo molecular de las hormonas. aminodcidos, o, en

ciertos casos, por la existencia de una informacién genética que favorezca la

aparicion de una determinada patologia. (21)

3.2 Generalidades de la etria Tenek y del municipio de Aquismén, S.L.P.

Los huastecos de San Luis Potosi se llaman a si mismos Tenek, que quiere decir
*los que viven en el campo con su idioma, sangre y comparten la idea”.

La mayoria de los tenek de San Luis Potosi viven en la regidn de la Huasteca. al
oriente del estado, localizada dentro de la cuenca dei rio Pdnuco Esta regién cubre

una superficie de 10238 km® distribuidos en 18 municipios. Once municipios

concentran al 90% de los tenek, de los cuales sobresalen por orden de importancia
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Aquismdn, Tanlajas. Cwudad Valles, Huehuetldn, Tancanhuitz, San Antonio, Tampamolén
y San Vicente Tancuayalab

El municipio de Agquismon estd situado entre las faldas de la Sierra Madre
Oriental. entre los 21° 32"y 21° 50, latitud norte, y 98° 52'y 99° 05 longitud oeste,
con una extensién de 602 8 km® El clima de la regidn es cdhido himedo. con lluvias en
verano y otofio, mds una estacidn Seca en invierns y primavera La precipitacién
promedio al afio es de 1500 mm y la temperatura media. superior a los 18 “C

Las principales actividades productivas de la reqién son la agricultura y la
ganaderia. siendo los principales cultivos el de coha de azidcar y la naranja Ademads de
los cultivos comerciales, los huastecos cuentan con el solar del que obtienen plantas

medicinales, comestibles y de otros usos (18.22.23)
3.3 Generalidades de las especies vegetales en estudio

3.3.1 Brosimum alicastrum

Junto con el maiz, los frijoles y las calabazas, 8rosimum alcas?rum fue una de
las plantas que utilizaron y probablemente sembraron los antiguos mayas (1)

Esta planta €5 conocida también con los siguientes nombres comunes:
Ojosh (San Luis Potosi), ogyte (Norte de Veracruz), capomo (Colima, Jalisco,
Michoacan) y ramdn (Yucatan, Chiapas y Quintana Roo)

Sus caracteristicas botdnicas son: Arbol grande, de jugo lechoso, hojas ovales
u oblongas de 4.5-85 cm., agudas.fruto globoso, amarilio o anaranjado de 15-20 mm._,
comestible. Planta forraojera. Pertenece a la familia de las Mordceas (24)

En lo que se refiere al valor nutricional de esta semilla se ha reportado en base
a un andlisis quimico, que su contenido proteinico es de 7 8% (en base seca) Esta
semilla, enfre otras mds, fue empleadao en un estudio para la alimentacién del raton

espinoso MHereromys desmarestianus | siendo el consumo de esta semilla moderado,
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durante el tiempo que duré el experimento y el valor dietético obtenido fue uno de los

mejores. de entre todas las muestras estudiadas (25)

3.3.2 Cwcurbdirta pepo.

La famiha de las Cucurbitdceas, es uno de los grupos de plantas con mayor
nimero de especies utilizadas como alimento humano. Denfro de esta familia, e}
género Cucurbita se destaca como uno de los mds importantes. Cucurbita pepo, junto
con otras especies ha sido domesticada en el Nuevo Mundo y durante large tiempo han
sido cultivadas o al mencs manejadas en cierto grado por el hombre americano

De 1gual manera. esta y otras especies han aportodo desde tiempos remotos
productos alimenticios imprescindibles en la dieta de las comunidades rurales y de
algunas urbanas del continente amer:icanc

Sus caracteristicas botdnicas son. plantas rastreras, compactas o
subarbustivas, anuales, monoicas: pubescente-escabrosas Hojas anchamente ovado
cordadas a trigngular-cordadas, de 20-30 x 20-35 c¢m , con o sin manchas blancas.a
menudo profundamente 3-5 lobuladas. mdrgenes denticulados a serrado-dentculados.
Zarcillos con 2-6 ramillas o simpies y poco desarroliados en los tipos subarbustivos
Flores pentameras, solitarias, axilares. las masculinas con pedicelos de 7-20 ¢m de
largo, cdhz campanulado de $-12 mm, sépalos lineares, de 12-25 x 1-2 mm. corola
tubular campanulada, de 5-10 cm. de largo. Flores femeninas con pedicelos robustos,
sulcados, de 2-5 cm.. ovaro globoso, oblado ovoide, cilindrico, raramente piriforme,
fiso, costado o verrucoso, multilocular, cédhz muy reducido. Frutos de tamafo muy
variable y formas diversas, suave o fuertemente costilados, con frecuencia
verrucosos, raramente lisos, cdscara rigida, de coloracién diversa, verde claro a
oscuro, liso a diminutamente moteada en crema o verde, contrastando con amarillo,
anaranjado o bicolor: pulpa crema a amarilienta o anaranjada pdlida, de suave y no
amarga a fibrosa y amaerga, semillas numerosas, angostamente © anchamente elipticas

a raramente orbiculares, levemente comprinudas, de 3-20 x 4-12 mm.
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Las partes comestibles son los frutos maduros o tiernos y las semillas, vy en
menor grado las flores y las puntas tiernas de los tallos

Las semillas son e! producto mas importante, desde el punto de wvista
nutricional, principatmentc por su alto contenido de acerte (397%) y proteina (447%) (1)
En un estudio realizado por Henderson y colaboradores sec determinaron factores
antinutricionales en cinco especies del género Cucurbdita, wncluyendo Cucurbita pepo
Los foctores antinutrictonales medidos fueron inhibidaores de tripsing, lectinas,
fitatos y oligosacdridos, empleando comao material de referencia a la soya Los
resultados fueron 69 2% de proteina. para inhibidores de tripsing 63 UTI/ mg de
proteina en el material crudo y 1.6 UTI/ mg de proteina en ¢l material tratado
térmicamente (30 min, 121°C en autoclave) Para el caso de las lectinas, se emplearon
tres fuentes de eritrocitos. bovinos., de conejo y de hamster Los resuttados se
reportan en valores de dilucién 2”7 | donde n representa el nimero de diluciones
efectuadas para desarroilar la aglutinacién. Los valores son 4.8 y 64 respectivamente
para cada fuente de eritrocitos. esto en el material crudo y 1.2 vy 1 en el material
tratado térmicamente. Para el caso de fitatos., se encontré un 2% y para

oligosacdridos 2.5% de sacarosa, 0 8% de rafinosay 1.1% de estaquiosa. (26)

3.3.3 Enterviobium cyclocarpum (Jacq.) Griseb.

Esta especie vegetal es conocida con los siguientes nombres comunes. orej)én
(Veracruz, sureste de San Luis Potosi), parota (Colima. Guerrero, Jahsco, Michoacdn),
piche (Tabasco), guanacaxtle (Oaxaca, Sinaloa) (24). Pertenece a la familia de las
leguminosas. kas cuales es bien conocido son ricas en proteinas. {aunque esta proteina
no se considera de buena calidad, ya que el contemdo de aminodcidos azufrados es
reducido); ademds su contenido de carbohidratos es clevado, lo cual significa que
constituyen una buena fuente energética. Sin embargo. una de las caracteristicas de
esta familia es que conhienen aigunos factores téxicos y/o antwutricionales tales

como: inhibidores de tripsina, lectinas.etc. (14)
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Las caracteristicas botdanicas de esta especie son las siguientes: Arbol gronde
hasta de 45 m de aitura y hasta de 3 m de diametro. hojas bipinadas, con hojuelas
muy numerosas, linear-oblongas, de 10-12 mm. flores biancas. en cabezuelas. fruto de
vaina ancha, encorvada, semejando una oreja. de B-12 cm, con semilias morenas de 12
mm. (24}

Lo distribucidn de Enrerclobium cyclocarpum es muy extensa en el territorio
mexicano, sin embargo, se trata de una especie vegeta!l poco estudiada y sobre la cual
fa informacién €s contradictoria Se afirma que persomnas y arvmales se intoxican al
beber e! agua contaminada con esta especic vegetal. pero los reportes difieren
respecto de la naturaleza de las sustancias responsables de tales envenenamientos
Seguin algunos autores es una planta rica en taninos, mientras gue otros afirman que
no los pasece y que el principio t6xi1co €s un alcaloide. denominado pitecolobina El uso
popular que se hace de la cortezay frutos de este arbol es el de sustitutos del jabdén
para lavar la ropa. de donde se desprende el origen de la intoxicacion al consumir el
agua de pozas o riachuelos contaminados En la intoxicacion se ve afectado el aparato
digestivo, se observan célicos y obundante diarrca (27)

En 1o referente a la toxicided de esta especie. se han reatirado estudios donde
Se reporta que al alimentar ¢ ratas con esta semuila fue cltamente téxica, mas sin
embargo. mostro niveles bajos de lectinas esenciaimente no téxicas. sugiriendo estos
resultados que la toxic:dad puede deberse a otros factores antinutricicnales (28)

En otro estudio rechizado con la goma exudade de esta leguminosa, se detecto
la presencia de taninos. ies cuales no €stén permitidos en productos alimenticios (29)

Uno de los usos especificos que la comunidad cn estudio le 9o 0 esta semilia. es
como compliemento de su dreta bdsica, como ya se menciond anteriormente La forma
de preparacidn consiste en un proceso ae alcalmizacisn, utihzondo parc eile cenizas
del fogén (pH=13) y calor Después las lavan y las muelen, obteniendo asi una masa que
se agrega cemo relieno a unas “gorditas” 'lamadas bocoles que elaboran con masa de

maiz nixtamalizado También se consume esta semilic tostada (1B)
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Otra forma de consumo comin en los estados de AMorelos, Guerrero y
Michoacdén es tostarias y molerias en salsa de chile. (14)

En estudios sobre semillas de leguminosas realizados por Sotelo y
colaboradores, se analizé entre otras muestras a Enrerofobium cyclcarpum
encontrando que esta semiila tiene aproximadamente un 22% de proteina y cerca del
607 de carbohidratos asimilables Como todas las leguminosas. resultd deficiente en
aminodcidos azufrados, pero con alto contenido en hisina. (14,16)

De sgual manera en otro estudio se encontrdé que esta semidlla contiene altas
concentraciones de mtrégeno no proteico, pero excepto por pequefias cantidades de
homoserina, la contribucién de aminodcidos no proteicos no fue identificada. (30)

En lo referente a factores téxicos y antinutricionales, se determinaron
inhibidores de tripsina, contemiendo 24.04 UTI/ mg de muestra seca. AsIMISMoO se
deteminé la actividad hemoglutinante, emplecando eritrocitos de vaca, de conejo y de
humano, encontrdndose actividad nula Tamb:én se efectuo la prueba para determinar

alcalaides, resultando negativa. (16)

3.3.4 Jarropha curcas

Esta especse vegetal pertenece a la familia de las Euforbidceas. Es un arbusto
© drbal caducifoleo de jugo lechoso. de 1-6 m: el tronco alcanza un didmetro de 14 a
18 cm. Un latex blanquecino de sabor amarge y olor a hierba fresca emana del tallo al
cortarse. Tiene hojas alternas, de 6-35 cm, con 3-5 lébulos cortos y largamente
peciolados: flores amarillo-verdosas:. el fruto es una drupa oval, que cambia del verde
at amarillo conforme madura. Mide de 4-5 cm de largo y de 3-4 c¢m de ancho. De sabor
amargo y aceitasas; contiene tres semillas ovoides de color negro mate.

Se le conoce como pifidn (Chiapas), pifioncillo (Oaxoca y Veracruz), sangregado
(Sinaloa). avellanas purgantes, piAdn purgante, frijol grande del perd, entre otros.

(24)
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emplean

Entre los usos principales de esta planta. los arbustos s

frecuentemente como cercas vivas y como fijadores de dunas mowiles cercanas a las
playas. De su tallo emana un idtex blanquecinc que es utilizado en algunas zonas para

curar infecciones bucales en los niAos Sin embargo, otros autores reportan que la

ingestion del ldtex provoca irritacién intensa en la garganta. dolores abdominales.
diarrea. vémito y en algunas ocasiones gastroenteritis severa (27)

Las semullas maduras y tostodas se uson como alimente, y 3Su scbor es
semejante al de la pepita de calabaza Se comen preparandolas en jamoncilio, y como
condimento de ciertos platiilos regionales como mole, tamales y otros (31.32)

En lo referente a la toxicidad de esta plantc, existe una gran divers:dod de
informacion a! respecto, en muchos casos contradictoria 5e ha reportado que cuando
la semilla es ingerida verde o madura sin el proceso de tostado. produce en muchos

casos efectos laxantes, vomito, nduseas y diarrea También se ha reportado que ias

hojas son tgxicas para el ganado (33)

Retamando el aspecto toxico de esta planta, posiblemente la confusidn o

diversidad de resultados se debe a k clasificacion botdnica de la planta, ya que en un
trabajo previo se menciona que en Florida. existen dos variedades de esta especse.
una de ellas con semillas téxicas y otra inocua. Sin embargo. también s€ menciona que
en un ecstudio taxonomico se habla de una sola variedad y se infrere una posible
confusion deb:doc a un error repetitivo que ha aparecido desde el siglo pasado al
confundir a Jarropha curcas con &arcia nutans, ia cual es téxica (31)

€n otro estudio posterior, se menciona quc en Jalisco. los lugarefios de la zona
costera acostumbran incluir en su dietc al “piicn troprcal”™, el cual durante mucho
tiempo se clasificé como Jotropha curcas Linn, sin embargo. al recurrir o la
bibliografia en torno al especto farmacoldgico de esta espec:e. se encontro que en
todos los casos reporrtados. se presentd intoxicacion grave debido a la ingestign de
esta semilla. Por lo anterior se realizé una clasificacién botdnica del “piAdn tropical”.

llegéndose a la conclusién de que esta especie es en reahcad Jarropha mcvaughir
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Dentro de este mismo estudio, se anahzd a la par, semillas de Jotropho curcas Linny
de Jarropha mcvoughn, encontrandose que ambas semillas poscen un contemido
elevado de aceite y de proteina. por lo cual se sugiere puedan ser utihzadas como

] ficio para humanos y animales, ya que debido a los

J to © compl =nto
estudios efectuados de toxicidad aguda se conciuyd que ninguna de las dos semilias es

téxica. (32)

En otros trabajos realizados en Suddn. con la semilla de Jafropha curcas. se
probd el efecto 16x1co hacia carneres y chivos, al incluir ésta en la dieta. los sintomas
presentados por los amnimales fueron diarrea. consumo reducido de agua,
deshidrgtacion. ojos hundidos e inapetencia Los principales cambios patoldgicos
fueron hemorragras en el rumen. reticulo, puimones, rifiones y corazén. congestion
pulmonar y un incremento en las concentraciones de amonic, potasio y sodio y
decremento en la proteina total y calcio fueron detectados en ¢l sucro. Los cambios
hematoldgicos fueron hemoconcentracion y leucocitosis (34)

Otro trabajo simtar. fue realizodo empleando pollos. como conclusign se
menciona que el consumo de Jafropha curcas en estos arvmales causa diversas
lesiones. tales como hemorragias, depresién en el creccimiento. cambios
histopatoldgicos, y daRos a érganos vitales Las principales lesiones fueron necrosis de

hepatocitos, erosion de la membrana de la mucosa intestinal v congestion de los vasos

sanguineos del corazén. (35-37)

En Nhigeria se desarrolld un estudio de toxicidad oguda con las semulias de
Jartropha curcas Linn, debido a la wngestién accraental de éstas por dos menores. los
cuales presentaron vémito severo y deshsdratacion Los estudios gde toxicidad aguda

se efectuaron con ratones. resultande téxicas estas sermiilas y ocesionando

infartacicn de varias partes del tracfo gastrointestinal. congestion de vasos

sanguineos, hemorragias extensas y dafios a los pulmones y al higado. (38)
Sin embargo. otros investigadores efectuaron un esrudio de to~icidad de las

semillas de Jarropha curcas provenientes de México, en especifico, de Papantla,
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Veracruz, y se estudid la toxicidad con ratas y ratones. No se produjo toxicidad
severa, como en los casos anteriores. sin embargo hay evidencia de algun factor que
ocasiona que e! alimento sea ingustable o de mal sabor, lo cual se ve reflejado en la
ingesta restringida del alimento También se encontrdé que el aceite de esta semilla es
comestible y no téxico y el valor nutritivo es comparable al del aceite de maiz. Es
posible que esté presente un factor téxico en estas semillas, el cual sea soluble en
ogua, ya que se administré un extracto metandlico-acucso de las semillas crudas por
via introperitoneal, ocasionando la muerte de algunos ratones. (39)

Ha sido reportado que la presencia de una toxoalbimina de accién fuertemente
purgante es la causa de la toxicidad de Jartropha curcas Esta proteina se denomina
“eurcina® y es muy similar a la “ricina”, proteina presente en las semillas de Ricino
(Ricinus comunis) El efecto de éstas es inhibir la sintesis de proteinas (40)

Se menciona que las semillas de Jatropha curcas, (que es donde se concentra la
proteina téxica), pierden su toxicidad cuando se les tuesta, y de esta forma pueden
llegar a ser comest:bles.

También se reporta que las semillas de achiote (Bixa orellana L. ) se usan
popularmente como antidoto contra el envenenamiento por ingestion de Jatropha

curcas. (27.39)

3.3.5 pPhaseolus sp.

Esta especie vegetal pertenece a las famiha de las leguminosas y se distingue
fdcilmente por sus semillas en forma de media luna. Es una especie plurianual con
germinacion epigea y raiz fibrosa Este género comprende al ampliamente conocido

“frijol®. el cual es una de las leguminosas de mayor consumo en nuestro pais. (1)
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34 ASPECTOS GENERALES S0BRE FACTORES TOXICOS 2

ANTINUTRICIONALES DE ORIGEN VEGETAL MAS FRECUENTE.

3.4.1 Inhibidores enzimdticos.
Un inhibidor puede ser definido ampliamente como cualquier sustancia que
disrmunuye lo actividad enzimdtica. £l tipo de inhibidor que ha sido con mayor
frecuencia reportado en alimentos, es aquel que afecta las uniones y transformacidn
de e¢i sustrato a productos, encontréndose en este grupo jas siguientes sustancias:
inhubidores de colhinesterasa; (b) cofactores

(a) sustratos andlogos. tales como
andlogos de riboflavina, pimidoxina, niacina, y vitamina K. (c) factores alostéricos; (d)

compuestos como cranure y tiocianatos, los cuales forman uniones covalentes o de
coordinacidn con grupas esenciales de la enzima. (€) proteinas especificas, las cuales
forman complejos fuertemente inactivos con enzimas, tales como inhibidores de
enrzimas proteoliticas. inhibidores de amulasas, y anticuerpos. y (f) macro iones no
especificos como deidos nucleicos, y taninos (41)

Los inhibidores enzimkiticos son muy frecuentes dentro de la alimentacidn
humana: se trata de sustancias que nterfieren con la actividad de las proteasas o de
las carboh:idratasas dec los vegetales, con una funcidn protectora, inhibiendo los

sistemas enzimdticos de sus depredadores (microorganismos o insectos), o con una
To del org

funcion reguladora, interviniendo en procesos de almac.
Lo primera sustancia de este tipo que fue identificada era un polipéptido.
aislado del pancreas de terncro, que inhibe la tripsina y protege el érgano contra la
accién proteolitica de sus propias enzimas. Posteriormente se descubrieron otras
antiproteasas en alimentos de origen animal, pero el aporte principal de éstas en la
alimentacién humana proviene de los granos de leguminosas y cereates.
Los inhibidores enzimdticos, por su naturaleza quimica. pertenecen a los

taninos, sustancias de naturaleza polifendlica muy termoestables. o a sustancias de

naturcleza proteica (21)
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3.4.1.1 Inhibidores de proteasas

6ran parte de los alimentos de origen vegetal, presentan inhibidores de
proteasas, siendo la mas frecuente fuente de éstos la semilla de la planta, aunque su
localizacié6n no necesariamente se restringe a esta porte de la planta, por ejemplo en
algunas legumbres la mayor cancentrac:én de inhibidores de proteasas, fué
encontrada en las hojas. en algunos tubérculos como la papa. se reporta la presencia
de estos compuestos en las hojas y en el tubérculo mismo y en el caso de los cereales.

tales como maiz, cebada, trige, los inhibideres de proteasas scn localizados

pri P te en cl er

permo y en menor grado en el germen.

3.41.2 Inhibidores de tripsina.

Los inhibidores de proteasas mas estudiados son los que actian sobre la
tripsina, la cual es una enzima digesTiva de gran relevancia en la digestidn de los
monogastricos como el hombre. (6)

Los inhibidores de tripsina son probablemente los mds amplamente
distribuidos entre los inhibidores de enzimas protealiticas. (42)

Los inhibidores de tripsina han sido encontrados en diversos cereales como
avena, cebada y maiz. en algunas Srassscas como la col de Bruselas, el brécol:, la colza:
en la cebolla, ajo y en la remolacha, asi como en cacahuates y en la soya, entre muchos
otros akmentos.

Los inhibidores mas ampliamente estudiados son los que se encuentran en la
soya (&lycine max) Estos inhibidores se pueden agrupar en dos clases: aqueflos que
tienen un pesc molecular de 20 000-25.000 con relativamente pocas uniones disulfuro
y una especificidad dirigida principalmente hacia la tripsina, los cuales se denominan
inhibidores de Kunitz, y aquellos que tienen un pese moilecular de 6000-10,.000 con una
alta proporcidn de uniones disulfuro y son capaces de inhibir tanto a la tripsina. como

a la quimotripsina, denominados inhibidores de Bowman-Birk
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La secuencia compieta de aminodctdos de los inhibidores de Kunitz consta de
181 residuos de arminodcidos y dos uniones disulfuro, con el sitio reactivo localizado en
los residuos Arg 63 e Ile 64 El inhibidor tipo Kunitz es capazr de inhibir trpsinas
derivadas de una amplia variedad de fuentes, incluyendo la tripsina de vaca, la de
cerdo, de salmon, de barracuda, de pavo y la de pastinaca (especiec marina) Entre las
enzimas no inhibidas estan la pepsina, trombina. colagenasa y las carboxipeptidasas
En €l caso de la tripsina humana, tenemos que ésta existe en dos formas: una especie
catidnica. la cual constituye el principal componente. y ta especie amidnica. la cual
comprende sélo del 10-20% de la tripsina total Esta Gltima s completomente
inactivada por el mhibidor de Kunitz, mientras que la forma catidnica es débilmente
inhibida

El inhibidor Bowman-8irk difiere del inhibidor tipo Kumitz en los siguientes
aspectos:

1. Es relativemente una molecula pequeia, con un peso molecular de BOOO

2 Es espec:alimente rico ern residuos de cistina, en los cuales tiene siete
uniones disulfuro, pero es carente de ghcina y triptofano

3 Es un inhibrdor de “doble-cabeza®™, ya que posee sitios independientes de
unién para la quimotripsina y para la tripsina

4. Presenta marcada estabilidad hacia diversos factores como el calor, geidos y
bases, esta proprecad es probablemente atribuible al efectc estabihizante de las
uniones disulfuro en la estructyra de la proteina.

Es un polipépt:do simple, con 71 aminodc:dos incluyendo siete enlaces disulfuro

En fo referente o la funcidn fisiolégica que desemperan los inhibidores de
proteasas en la planta. parece ser que bdsicamente desempeian dos funciones:

(a) Como inhibidores de proteasas enddégenas.- En el caso de algunas plantas,
tales como la cebado. lechuga y aigunas especies de garbanzos, se mostré gque los
inhibidores que scn activos contra las proteasas enddgenas desaparecen durante ia

germinacisn. De este modo el papel de estos inhibidores de proteasas es posiblemente
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el favorecer el catabolismo de proteinas durante la germinacién o prevenir la
degradacién de las proteinas aimacenadas en la semilla durante la maduracién de ésta

La hipdtesis anterior puede parecer atrayente, sin embargo hay numerosas
observaciones que no sostienen la generalidad de este concepto.

1) En algunos casos, los inhibidores de proteasas aislados de plantas, de hecho
son incapaces de inhibir proteasas enddégenas de la misma planta

2) En algunas semillas, muchos de los inhibidores de proteasas estan
localizados fuera de !os cuerpos proteicos, esto parece mpostbihitar que dichos
inhibidores jueguen un papel en la regulacién de la proteclisis de la proteina
almacenada en estos organelos durante la germinacion

3) Un estudio cinético de el incremento en la actividad endopeptidasa y la
disminucidn en la actividad inhubitoria, reveld que no existe una relacidn causal entre
estos dos fendmenos.

{b) Como un mecanismo de defensa- Los inhibidores de proteasas pueden
desarrollarse como porte de un mecanismo de defensa de las plantas hacia microbios
invasores o insectos. En las hojas de muchas plantas, después de un dafic mecdnico o
desprendimiento, seguitdo por un taque por nscctos, se pasa por una acumulacidn de
inhibidores de proteasas no sélo en el sitio daflado, también en los tepdos adyacentes.
(6.42)

Ahora bien, en lo referente a la importancia nutricional de los inhibidores de
proteasas. sc conoce que se presentan diversos efectos al alimentar a animaies con
leguminosas, en particular la soya, algunos de estos efectos son

ta inhibicion de la tripsina estimula ol pdncreas a una excesiva secrecion, la
cual resulta en el agrandamiento de éste y en un incremento en la demanda de
aminodcidos por este drganc. Al mismo tiempo el inhibidor es relativamente rico en
aminodcidos azufrados los cuales no son biolégicamente disponibles (hasta que e!
inhibidor ha side inactivado por calor), entonces la cairdad de la proteina es inferior a

la esperada en su composicion de aminodcidos. Después de la nactivacidén por ei
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tratamiento térmico. los aminodcidos azufrados son liberados, es entonces cuando hay
un incremento en la calidad de la proteina y a la ver la disporubihdad es mayor y el
pdncreas reforna a su funcionanuento normal. El mecamismo de agrandamiento
pancredtico no estd clare. Las posibilidades incluyen: (1) Estimulacién por agentes
humorales iberados por la accion de los inhibidores en el tracto gastrointestinal, (2)
un mecanismo de regencrac:on negativo por medio del cual la presencia de tripsina y

quimotripsina suprimida, promueve la secrecidn de enzimas pancredticas y (3) el
incremento en la conversidn de metioning a ci1stina en el pdncreas

Existen evidencias de que !os mhibidores de tripsina retardan el crecimiento
en roedores cuando la proteina de la dieta ha sido predigerida o suministrada como
inhiben la

tibre de aminodcidos Ha sido demostrado que estas preparaciones no

actividad proteclitica en el tracto intestingl de roedores, aunque s sucede con las
gallinas.

Al alimentar a gatlinas con frijol de soya crudo. éstas desarrollaron hipertrofia
del pancreas. Esta observacién ha sido confirmada también para ratas, sin embargo no
se ha presentodo en otras especies de antmales, tales como becerros, cerdos y
perros. No hay una relacidn directa entre la actividad de los inhibidores de tripsina y
su capacidad para producir hipertrofia pancredtica Existen discrepancias uniformes
entre los reportes de hipertrofia: algunos autores reportan incrementc en el nimero
de células, otros sdlo incremento en el tamano de las células y ofros ambos. Lo
explicacién mds factible de el retardo en el crecimiento es ic pérdida enddgena de
aminodcidos esenciales de el pdncreas hiperactivo, debido a los inhibidores Para
contrarrestar esta deficrencia en el crecimiento se ha recurrido a la suplementacion
de aminodcidos.

El tratamiento del frijol de soya (temperatura, tiempo, tamaio de particula y

humedad) ha sido examinado en dctalle, ya que un sobrecalentamiento dana la proteina

y reduce su cahidad. (6.42)
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3.4.2 Lectinas o Hemoglutininas,

Las lectinas han sido defimidas como proteinas o glicoproteinos de origen no
inmune que reconocen e interactidan con carbohidratos en solucién o en la superficie
celular: estas sustancias a diferencia de las enzimas glicosidicas, no ejercen ninguna
actividad catalitica sobre las estructuras reconacidas. Estas proteinas fueron
identificadas por H. Stitlmark en 1888. cuando estudiabo la toxicidad de la semilla de
ta higuerilla (Ricinus commuris) observé que sus extractos oglutinaban ertrocitos;
posteriormente, H. Hellin y H  Kobert identifican una actiwvidad semejante en los
extractos de otras semillas \gualmente téxicas de Abrus precatorius

Los resultodos obtemidos pos Stillmark indicaban alguna selectividad en la

aglutinacion con eritrocitos de diversas especies animales: sin embargo, esta

observacion fue reforzada y analizada en 1908 por Karl Landstainer y H Raubistchek
en el ITnstituto Rockefeller de Nueva York, quienes 1dentificaron que el extracto de
chicharo (Prsum sativum) es maés efective para la aglutinaciéon de los eritrocitos de
conejo que para los de carnero o paloma. tombién demostraron gque las células

humanas eran mejor aglutinadas por el extracto de frijol (Phaseoius vuigars) que por
el de chicharo o lenteja (Lens culinoris) La especificidad de las lectinas por

carbohidrates fue sugerida por Jamcs Summer y Stacey F. Howell, de la Universidad
Corneli en Nueva York, quienes en 1936 1dentifican que la capacidad aglutinante de la
lectina Con A (Canawahia ensiformus) era inhibida por la presencia de almidén o
glucégeno. entonces propusieron que ¢l efecto aglutinante podia ser la consecuencia
de la relacién entre la proteina de la planta y los carbohidratos de la superficie de los
eritrocitos. En 1954 Willlam C. Boyd y Shalpeigh en la Universidod de Boston. ¢
independientemente K. O. Renkonen en la Universicad de Helsinki, descubrieron la
presencia de aglutininas en

algunos extractos vegetales que

reconocian
especificamente eritrocttos de diversos grupos sanguineos:

de este modo se
identificé que el extracto del frijol lima (Phaseolus hmensis) o de haba { Vicia Ffoba)

aglutinaban eritrocitos humanos del grupo A. mientras que extractos de otras
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semillas como lortus refrogonolobus aglutinan solamente eritrocitos del grupo O Por
esta razén, en 1954 Boyd propuso que estas sustoncias fueran llamadas lectinas | del
latin legere, que significa escoger o elegir (Gold y Balding 1975) |

En la décoda de los sesentas se descubrid en el campo de la inmunologia que las
lectinas oglutinan preferentemente células cancerosas y se concluyd de todas las
investigaciones realhizadas que la alta susceptibihdad para la aglutinacién por las
lectinas es una propiedad compartida por vo.dos las células cancerosas

Se han logrado identificar lectinas no sdlo en vegetales, sino también en
arimales y bacterias. o pesar de que se desconoce la funcidn de las lectinas en los
organismos de origen, se han 1dentificado diversos efectos bioldgicos inducidos por
ellos y en todos los casos se ha demostrado que dicho efecto se debe a la interaccidn
con estructuras sacaridicas.

Algunas de las actividades biolégicas inducidas con lectinas son:

1. Actividad aglutinante de eritrocitos y células tumorales

2. Estimulacion mitogénica en hnfocitos

3. Actividad inmunosupresora

4. Inhubicion del crecimiento de células tumorales

5. Induce la liberacién de histamina por los baséfilos

6. Citotoxicidad

7. Inhibicién del crecimiento de hongos
8. Participa en la simbiosis bacteria-nddulo de raices
9. Induce la hberacion de insulina por los islotes pancredticos

10. Inhibe la fertilizacidn del évulo por los espermatozoides

Las lectinas o hemaglutininas son proteinas que poseen una afinidad especifica
por ciertos carbohidratos. Puesto que aproximadamente la mitad de los carbohidratos
existen en muchas membronas de células animales, ellas pueden adherirse a estos

llamados grupos receptores. La reaccion de hemaglutinacion es el efecto mds
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fdcilmente observable de esta adherencia y puede ocurrir sélo si la lectina tiene al
menos dos grupos activos (43)

El sitio receptor de las superficie celular puede ser expuesto, a fin de
reaccionar con la lectina especifica. Ademas el grado de mowvilided del sitio en la
membrana celular determina la aglutinabilidad. La activacién o sensibilizacidn de tos
eritrocitos por cdigestién con papaina, tripsina o pronasa se debe probablemente o la
exposicién de fos 511103 receptores, asi estos se tornan accesibles o dispomibles a las

lectinas

En lo referente a la estructura de las lectinas, todas thenen como

caracteristica comin que son proteinas La mayoria contienen azicares unidos
covalentemente y pueden entonces ser clasificadas coma glucoproteinas Una gran
cantidad de lectinas son refativamente ricas en daido aspértico, serina y treonina
La estructura de algunas lectinas ha sido elucidada detalladamente, la Concanavalina A
a pH neutro consiste en un tetrdmero el cual estd formado por cuatro subunidades
idénticas de peso molecular 26,000, formade por una sola cadena polipeptidica de 237
aminodcidos. Cada subunidad contiene dos sitios de enlace de metales. unoc con Mn’" y
otro con Ca *" y otro sitio para un residuo de azicar, también existen evidencias de la
existencia de sitios hidrofdbicos

Analogias estructurales se presentan en muchas lectinas de leguminosas, por
ejemplo, constan de dos a cuatre subunidades y contienen jones metdlicos bivalentes.
Las subunidades pueden ser dénticas y su disociacién puede ser reversible o
irreversible, dependiendo de las condiciones a las que se someta

Algunas lectinas de plantas superiores se encuentran en las semillas,
tubérculos y en la savia de la planta, también se ha demostrado su presencia en las
hojas. tallo y corteza Se ha encontrado que en semillas inmaduras o verdes las
lectinas contenmidas pueden estar parcial o completamente unidas a inhibidores, éstos

son termoestables y no precipitan con ccetona Duraonte la maduracion el titulo de

14
t
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aglutinacion puede aumentar muy rdpidamente, y esto puede ser causado por la
liberocién de las lectinas de los inhibidores. (6)

Mediante el uso de métodos inmunoldgicos se localizé la lectina de frijol en el
embrién, sin embargo, €sta aparecid durante la

E€n base a lo anterior, algunos

citoplasma del cotledon y del
maduracion y desaparecié durante la germinacion
autores atribuyen a las lec tinas cierto papel en la germinacién de la semilia.

En lo referente a la actividad de las lectinas, existen diferencias importantes
en la actividad de aglutinacién entre semillas maduras de difererentes variedades:
entre las explicaciones para este hecho se presume la posible presencia de
inhibidores:.asimismo. la aplicacion de fertihizantes puede aumentar el contemido de
lectinas en frijoles. de igual manera la formacién de lectinas en plantas puede ser
controlada por factores genéticos

Se ha especulado mucho sobre la funcidn de las lectinas en las plantas, entre
las posibles funciones estdn. 1) actuar como “anticuerpos”™ contra bacterias, 2)
proteccién contra hongos fitopatégenos, 3) proteccion contra insectos depredadores,
4) jugar un papel en el desarrollo y diferenciacién de células embrionarias, 5)
transporte de azicares de almacenamiento, 6) control de la germinacidn y desarrolio
de la semilla, 7) regulacién de la extensién celular de ia planta, 8) umdn de
microorganismos simbiéticos nitrificantes a leguminosas, 9) enzimas

Respecto a ko toxicidad de las lectinas, no todas producen efectos téxicos en
animales de expermmentaciton. Algunas semillas de leguminosas crudas causan retardo
en el crecimiento y algunas veces los animales mueren cuando éstas se incorporan a la
dieta. Es necesario mencionar que la toxicidad también depende de la especie y raza
del animal empleado. Por ejemplo, la soya cruda puede causar la muerte de cuyos, mds
no la de ratas. Asimismo, diferentes razas de ratones presentan diferentes
velocidades de mortabdad cuando se les inyecta un extracto de frijoles crudos.
Tambi€n se observd que la lectina de frijoles inhibe el crecimiento y causa la muerte

de ratas cuando se administra al O.5% en ia dieta. En un experimento similar con

"
"
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polios, se observd que la disminucién en ¢l crecimiento fue mucho menor que en las
ratas y no se presentd accion letal

La lectina purificada de frijol causa la muerte de ratas jévenes cuando es
administrada intraperitonealmente. la lecting de s0ys no tiene accion letal cuando es
administrada por el tube estomacal a un nive!l de 500 mg/kg. La pepsina puede ejercer
cierta inactivacién de algunas lectinas, svendo mds suscepthibles unas que otras

Entre otros efectos téxicos reportados se reporta que al administrar a ratas
preparaciones crudas de lectinas obtenidas de ciertas leguminosas. se produjo dade ol
higado y la muerte.

Se ha observado que la lectina de frijol administrada oralmente a ratas,
reduce la absorcién de todos los nutrientes Esto se debe a que las lectinas se
combinan con el revestimiento celular de la pared intestinal. cousando interferencia
no especifica con la absorcién de nutrientes. La administracién intradérmica de
lectinas puede producir hemorragia. vy lesiones con edema y necrosis. (6)

Existen diversos reportes en la literatura, de casos de intoxicacién humana, en
tos cuales las lectinas parecen haber sido los agentes causantes. En 1929 se
descubrieron dos casos de envenenamiento en niios que consumieron frijoles crudos
(P. coccineus), de 1gual manera, en 1964 fueron descritos casos de infantes que habian
enfermado de una manera extrema después de la ingestidn de bayas (Phytolocca
americana) o exposiciones sistemdticas de su jugo en la mana En 1948 se presentd
una epidemia de gastroenteritis entre la poblacién de Berlin Oriental debido al
consumo de frijoles parcialmente cocidos. Asimismo, en Tanzania se determind que
una mezcla de maiz y frijoles cocidos nsuficientemente era potencialmente nociva
para los nifios a los cuales se habia destinado Este problema surgic del hecho de que
se realizé un cocimiento inadecuado, ya que se emplea loza de barro sobre fuego de
lefla, y debido a que se forma una masa viscosa y gruesa, la distribucidn del calor no es
homogénea y por tanto ineficiente y en ausencic de un constante y vigoroso

movimiento, grandes cantidades de lectinas escapan de ser destruidas. También una
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disminucidn en el punto de ebullicidn del agua. tal como sucede en ciertas regiones
montafiosas, puede resultar en la incompleta destruccidn de los lectinas.

En 1976 algunos infantes consumieron frijoles que habian sido remojades en
agua pero no cocidos. Presentaron agudas nadseas, vémito y diarrea

Todas las lectinas téxicas producen transtornos parecidos, de magyor o menor
gravedad, entre los que resalta la intensa inflamacién de la mucosa intestinal, la
destruccidn de los epitelios, edema y hemorragia de! tejido linfético. En el higado se
observa degeneracidn grasa y necrosis. También el miocardio sufre alteraciones
degenerativas y en los cepilares dilatados de todos los 6rganos se puede observar la

formacidn de trombos. (6.44)

3.4.3 Saponinas.

El término “saponina” (del latin sapon= jabdn) fue empleado por primera vez en
1811, por el quimico Bucholtz, para designar sustancias de naturaleza heterociclica,
neutras o dcidas, !as cuales tenian en comun formar soluciones “falses™, que por
agitacién producian una espuma persistente.

En el México prehispdnico los aztecas designaban a estas sustancias con la
palabra “amolli” y las empleaban para lavar, puesto que no alteraban los coiores de las
telas. Desde entonces se hacia la distincién de "amoles bravos”, fos cuales provocaban
picazdn en la piel, y "amoles mansos”, éstos no producian ningin efecto cutdnes.

Las saponinas son glucdsidos que se encuentran en una amplia variedad de
plantas, se caracterizan por su sabor amargo, por formar espuma en soluciones
acuosas y por su capacidad para hemolizar gidbulos rojos.

Estructuralmente, las saponinas son glucdsidos anfifilicos, en los cuales la
parte polar la constituyen los azicares (pentosas, hexosas o dcidos sacdricos) que se
encuentran enlazedos a un grupe no polar llamado sapogenina, el cual pucde ser un

esteroide (C;7) o un triterpencide (Cjo).
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Las saponinas se encuentran amphamente distribuidas en el reino vegetal y se

pueden encontrar en diversas partes de la planta tales como hojas, raices, tallos y
flores, estas se encuentran y han sido aisladas de diversas muestras vegetales, entre

ellas algunas plantas comestibles como son la remolacha plateada (Fig 1) y la soya

(Fig.2).

Figura 1. Saponina de remolacha.
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Figura 2. Soyasaponina IIT
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Entre clgunas de las propiedades de las saponinas se encuentran las siguientes:

Poseen un sabor amargo, son inodoras generalmente y dificiles de cristaliza, las
soluciones coloidales de las saponinas producen espuma, por lo cual reducen de manera
notable la tensién superficial y se pueden utilizar como estabihzantes de emulsiones
de cceites y grasas: asimismo ocasionan irritacién en los ojos y en la piel cuando se
frotan y estornudos frecuentes. son termorresistentes y pueden formar complejos
con el colesterol.

Enlo referente a solubilidad, son solubles en agua. y en etanol se disuelven cass
completamente, aumentando ia solubihdad con la temperature y el grado de
hidratacién. Son insolubles en disolventes orgdnicos

Entre las actividades biolégicas de ias saponinas tenemos las siguientes:
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A) Hemdlsis- Numerosos ensagyos y determinaciones cuantitativas de

saponinas han sido basadas en sus propredades hemoliticas La hemdlisis de

eritrocitos ha sido ampliamente utilizada para demostrar la presencia de saponinas La

define como la destruccion de los glébulos rojos. lhberdndose

hemdlisis s
hemoglobina Se han reportado diferencias en el grado de hemdlists entre las hojas de
alfalfa y extractos de saponinas del! tallo. Se relaciona la actividad hemolitica con la
estructura y composicion de la molécula de saporina Se demostré que la actividad
hemalitica del extracto de la raiz de la alfalfa era superior ol del dpice Esto se
atribuye al contenido superior en la raiz de derdo medicagénico Sc conoce que las
saporminas contienen dado medicagénico y hederagemina como sus aglucones vy
precipitan con ¢l colesterol y paseen una fuerte actividad hemelitica

La actividad hemolitica de las saponinas es generalmente gtribuida a su
interaccién con el colesterol en la membrana del eritrocite Le saponine interaccrona
con el colestercol de la membrena, con proteinas v fosfolipidos no interccciona con
dcidos grasos dec la membrana Los cambios estructurales. resultado de la interaccion
de los componentes membranales con la saporina. afectan la cetividad de las enzimas
membranales sélo escasamente Se ha sugerido que el Trastorno de la estructura de la
membrana, proviene de la combinacidn de las interacciones no especificas de las
saponinas con ias protcinas de la membrana. fosfolipidos. y colestera!, v esto conduce
consecuentemente a la hemdhisis (6)

B) Efecto en hongos y otros mrcroorgan:smos - La toxicidad selectiva de las
saponinas sobre hongos. ha sido reportada por diversos autores Se realizd un estudio
en donde se prucba la influencia de una fraccidn de saponinas dec alfalfa vy otra

fraccién carente de éstas. sobre dos variedades DuPuits y Lahontan, en 15

patégenos. Algunos de ios microorgamsmos de prueba fueron inhibrdos por la fraccion
qQue contenia saponinas, algunos fueron estimulados v otros no fueron afectados.
Asimismo, se ha reportado que en aigunas variedades de alfalfa con bajo contenido de

saponinas, se incrementa la susceptibiiidad de la planta a los patogenos. También se ha
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estudiado el efecto de las saponinas sobre Trichoderma viride, y se encontrd que la

presencia o ausencia de dcido medicagénico explicaba la acttvidod o inactividad hacia

el microorganismo.
Algunos investigadores han sugerido que las saponinas ejercen cierto efecto

fungicida porque precipitan esteroles en la membrana celular, Gestetner y

colaboradores demaostraron que por la interaccidn entre las saporunas y los esteroles
de la memberana, se presenta un cambio drdstico en la permeabtlidad de la membrana

lo cual conduce a la inmediata y total pérdida del contenido celular.

C) Efecto en insectos- Existen hipdtesis acerca de que las saponinas

onstituyen un metabolito especifico. el cual esta involucrado en el mecarusmo de
defensa de la planta contra insectos Kain y Atkinson demostraron la resistencia de la
alfalfa (Medricago sativa L.) al ataque de larvas de un escarabajo europeo Melolontha
wigar:s F.. Se sugiere una pasible relacidn entre el contenido de saponinas y ka
resistencia al ataque de insectos fitéfagos.

D) Efecto en polios y otros animales.- Estudios realizados de los efectas que

las saponinas de alfaifa tienen sobre algunos arumales de granja, mostraron

diferentes respuestas en animales monogdstricos con dietas en tas cuales el contenido
de saponinas era variable Con un 20% de alfalfa en la dieta de pollos (equivalente a un
0.3% de saponrna), se presentd un decremento en el peso. El efecto anterior se
atribuyd al conrenido de saponinas. No obstante, la misma proporcién se incorpord a la
no se presentd efecto algunc en el

alimentacién de cerdos, y en este caso.

crecimiento.
Cheeke observd que el ratén es mucho menos tolerante a las saporunas de

alfalfa, que la rata. Con un 2% de saponinas en la dieta se presentsd un decremento en
el peso en los rarones. sin embargo las ratas no fueron afectadas.

Reshef y colaboradores plantean que la inhibicién del crecimiento estd
relacionado con el contenido de dcido medicagénico en las dietas preparadas.
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E) Efecto en ia germinacién de la semilla.- Se ha reportado el efecto de
inhibicién de las saponinas de alfalfa sobre la germinacién de semillas de algocon. E)
mecanismo por el cua! las saponinas de alfalfa inhiben la germinacion de tas semillas
fue estudiado por Marchaim y cols

Debido a que las saporninas son potentes surfactantes interaccionan con la capa
de la semilla y/o las membranas de la misma, sin penctrar al embrion Esta interaccion
resuita en una reduccién en ¢l consumo de oxigeno por el embridn y se expresa en la
inhibicion de la germinacion

Otros investigadores indican que debido a que las saponinas poscen
propiedades hidrofébicas e hidrofiticas. ocasionan cambios en la microestructura
natural de las membranas celulares Esta hipdtesis estd basada en experimentos
realizados con surfactantes sintéticos de diferente composicion quimica y/o carga y
observaciones realizadas en ¢l microscopio electrénico muestran que la preinmersién
de sermillas de algodén en saponinas de alfalfa y otras soluciones surfactantes cousan
cambios estructurales en ias membranas, afectando la permeabhidad hacia ¢l oxigeno

F) Efecto en los ruveles de colesterol en sangre - Existen estudios que
mencionan que algunas saponinas forman un complejo insoluble con €l coiesterol Una
dieta con saporinas induce la adsorcion de las deidos bibares sobre la fibra de o
dieta. La adsorcién de dcidos biliares sobre la fibra dietética se ha propuesto como un
mecantsmo general para expiicar la disminucién de colesterol. En un experimento “in
vivo” en €l cual se incluia saponina purificada en una dieta, se increments la excrecion
de dcidos biiares en las heces de ratas y cerdos. disminuyendo los niveles de
colesterol

G) Efecto en enzimas.- Se ha observado que las saponinas ae alfalfa y de soya
inhiben a ciertas enzimas, tales como: la alfa-quimotripsina, la colinesterasa, y las
enzimas involucradas en el ciclo del deido citrico. La inhibicidn es no especificay se ve

suprimida por la presencic de cualquier otra sustancia proteinica
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La toxicidad de las saponinas se encuentra a discusién. En lo que respecta al
contenido de saponinas para el hombre en ciertos productos alimenticios. el estatus
del Merck Index indica que prdcticamente las saponinas no son téxicas por ingestidn
oral. Los extractos de plantas como el de sarsaparrille o de Quiligja saponaria, son
permitidos como aditivos para alimentos en: Australia, Gran Bretafia y E.U.A.. Sin

embargo en lugares como el oeste de Alemania, Espafiac y Marruecos, por ejemplo, es

prohibido su uso en alimentos, por la considerable variacién de toxicidad de

diferentes saponinas.
Se han reportade dosis letales de saponinas que varian de 25 a 300C mg/kg de

peso corporal. Las saponinas normalmente crean lesiones gastrointestinales, y si pasan

a la corriente sanguinea pueden hemolizar los eritrocitos, producir fallas en la

respiracién, convulsiones y coma.
Entre los usos de las saponinas, pueden emplearse come sustancias que
disminuyen la tensidn superficial, ya que son generadores de espuma y emulsificantes
en productos como: detergentes. helados, bebidas carbonatadas, shampoos, jabones y
extinguidores de fuego: también para dismninuir la tensién superficial de emulsiones
fotogrdficas.
Las saponinas estericidales son fuentes importantes de materia prima para la
sintesis de hormonas (progesterona y cortisona) y otros productos esteroides. Actian
también como estabilizadores de emulsiones. Se emplean como protectores coloidales

en rociadores de polvos saborizantes; varias patentes utilizan la glicirhizina en forma

de sales de amonio, sodio y potasio. (6,45)

3.4.4 GLUCOSINOLATOS.
Los glucosinolatos fueron también
sustancias individuales de esta clase son todavia conocidas por nombres triviales tales

llamados tioglucdsidos. Muchas de las

como sinigrina, sinalbina y progoitrina. Este tipo de compuestos estdn presentes en

ploantas cultivadas y son responsables de los sabores picantes o pungentes de
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condimentos como la mostaza y el rdbano, y contribuyen a los sabores caracteristicos

del nabo, lo amargo de la col y otros vegetales relacionados.

Los glucosinolatos han sido encontrados sdlo en plantas dicotileddneas. Estén

presentes en las siguientes familias: Cappariddceas. Cruciferas,

Reseddceas,
Moringdceas, Salvadordceas, Gyrostemondceas,

Tovariaceas, Limnanthdceas vy
Tropaeoldceas. En al menos las primeras tres de estas familias los glucosinolatos

parecen estar presentes en todas las especies. €n las famihas Caricdceas vy
Euforbidceas sdlo estdn presentes en pocas especies. Los glucosinolatos en las
Cruciferas tienen un especial interés, ya que muchas de éstas que Sirven como
fuentes de alimento y condimento, pertenecen al género Srass:ica €)emplos de estos
alimentos son la col y vegetales relacionados, el nabo. y la mostaza. El género Brassica
incluye plantas que son utilizadas en muchas partes de} mundo como pastura, forraje o
ensilaje para genado. (6)

Los glucosinolatos y los glucdsidos cianogénicos nunca han sido encontrados en
las mismas especies. por otro lado, en contraste con los glucosinolatos, los glucésidos

cianogénicos han sido encontrados en muchas especies de la familia de las
Euforbidceas.

Muchos glucosinolates contenidos en plantas, especialmente entre las

Cruciferas, contienen varios glucosinclatos juntos, a menudo con amphias diferencias
en concentracidn entre los componentes mayoritario y minoritario. de esta manera,
han sido rdentificados en una sola especie 15 glucosinolatos. (46). La cantidad de los
glucosinolatos varia de acuerdo a la parte de la planta examinada y a la edad
fisiolégica de la misma. (42)

Los glucosinolatos pueden estar presentes en diversas partes de la planta,
tales como raiz. tallo. hojas y semilla. (6). En esta Ultima, el endospermo es el sitio de

acumulacién. En el caso del rdbano. se han locelizado glucosinolatos en las vacuolas
celulares de la raiz. (46)



GENERALIDADES

Debido a su estructura, los glucosinclatos son compuestos hidrofiticos y no
voldtiles. Las sales son fdciimente solubles en agua e insolubles en solventes no
polares. Algunos glucosinotatos han sido ocbtemdos como sales cristalinas con potasio,
sodio o tetrametilamomo. Son bastonte estables a valores de pH neutro, pueden ser
descompuestos por la accién de dcidos y bases fuertes (46)

La estructura basica para un glucosinolato fue revisada por Etthinger vy
Lundecen y confirmada por la sintesis de benzil-glucosinoiato. Desde el punto de vista
quimico. exTos compuestos son glucésidos, pero tienen la particularidad de que la unién
a la parte aglucén es a través de un dtomo de azufre. generalmente el azicar es \a {3-
D- tioglucosa, la cual

se une al radical tiohidroxamato-O-sulfonato. (42)

Los
glucosinalatos son aniones y estan presentes en las plantas en forma de sales
Los glucosinolatos son hidrolizadas por una enzima ascciada. una troglucosidasa,
la cual se encuentra en diferente compartimento celular en el tejido intacto de la
planta. En el momento en el cual se rompe la integridad celulor, enzima y sustrato se
ponen en contacto y se hbera glucosa y el ton sulfato dcido. La porcidn orgdnica del
aglucén puede pasar por un reorrcglo intramolecular, seguido por una hidrdlisis para
dar isotiocianato. sin dicho rearrcglo, el oglucon forma un nitrilo, con la pérdida de

azufre Alternativamente, un rearreglo para formar un tiocianato orgénico puede
ocurrir. {6)

33
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Los glucosinolatos ticnen la siguiente férmula general:

e .

/S—-CsvaO:, [ S~ ; + D-Glucosa
R HO I R—C | )

% . Togheortnns N N~ + M5S0,

NOSO3 K )

\\
R-N=C=8 R—C=N R—S8-C=N
Focanato

Tsotcianato NaraaeAzutre

la nomenclatura sistemdtica, ia

En 1961, Ettimger y Dateo propusieron
estructura quimica de la cadena (R) es usada como prefijo al término glucesinolato,
donde el sufijo "ato” es indicativo del cardcter amonico del compuesto (6}

€n la tabla siguiente se presentan los nombres triviales y sistemdticos de

glucosinolatos comunes en plantas comestibles

S

NOMBRE TRIVIAL

2(R)-Hidroxi-3-butern!

pHidroxibenctt

[ ESTRUCTURA DEL GRUPOR |
{ 2-Propent| i Sinigrina 1
3 Borenil " Gluconapina ]

4-Penteni! 1 Glucobrassicanapina J

" Progortrina J

|

J

7 Sinalbina
J( Glucobrassicina

3-Indolimeti

fr——
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Los glucosinolatos son precursores de compuestos con accién gortrogénica en
mamiferos, inciuyendo al humano Los compuestos antitiraideos activos son: los
1Isotiocianatos, oxazohdin-2-tionas y el ton tocianato (46)

La presencia de glucosinolatos en las dietas de no rumvantes. ha sido ligada a un
crecimiento y desarrciio pobre en cerdos y una variedad de desordenes en aves de
corral. incluyendo perd.da de peso, reduccion y manchas en el tamaro de! huevo
pérdida de eficiencia en las ave< ponedoras y hemorragic en el higado

Evidencias de hipotiroidismo en terneros. ha si:do atribuido a la presencia de
goitrégenos en la leche Al incluir en la dicta de ratas (de manera individual), algunos
glucosincigtos, s obscrvo d.sminucidn en ¢l crecimiento,. agrandamiento en pulmanes,
higado y la tiroides y lesiones patologicas En otro estudio similar, se observo que una
alta concentracion de giucosinolatos en la cieta ocasiona problemas de palatabrlidad,
reduce la utittizacion de proteina y afecta el tamario de o6rgancs «nternos (42)

Entre los productos de hidrelisis de los glucosinalatos estan los i1sotecianatos,
éstos poscen cierto rango de actividad antibacterial v antifungica debido a su
factidad para reaccionar con proteinas y en particular, con los grupes sulfhidrilo
Asimismo estos compuestos son responsables de ocasionar dermatitis «reitante y de
producir alergias en la picl Algunos 1satiocianatos. como el 2-propenii (satiocianato. no
es teratogénico pero se ha encontrado qQue causa la muerte embrional y reduce el
peso fetal

O1tro producto de lo hidrolisis de los glucosinolatos son las oxazol«din-2-tionas.
éstas se han asociaae con el :ncremento en el numero de hepatocites. incremento en ei
peso del higado. 1nterferencic con la sintesis de fa hormona tiroidea. enlargamiento de
la gldndula tiroides y ademas pueden atravesar la placenta y son fuertes goitrogenicos
fetales y pueden acumularse en la leche por procesos de difusién

Entre los compuestos de hidrdlisis mas téxicos estan los mitrilos. al shmentar a

ratas a niweles infcriores a 300 mg/kg de dieta, por 90 dias.se presentd un

'S
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decremento en el peso de varios érganocs; dependiendo de la dosis, hubo lesiones en el
higado, pdncreas y especial te lesiones r

(necrosis renal). (42)

El ion tiocianato aparece en alimentos como resultade de la descomposicion de
los isotwoctanatos. Este 1on causa agrandarmiento de la tiroides (6)

Finalmente, los indoles son otros compuestos, productos de la hidrélisis de los
glucosinolatos. Algunos derivados de estos compuestos se ha mostrado que inhiben la
germinacion, y tienen actividad antiftingica contra Leprosphaeria maculans.

€n particular, e! indol-3-carbinol, indol-3-acetoritrilo y el dundohimetano,
poseen la actividad de proteger contra agentes carcinogénicos (42)

3.4.5 GLUCOSIDOS CIANOGENICOS

Lo capacidad de los organismos vivos para productr cianuro de hidrogeno o

dcido cianhidrico (HCN) es conocida como cianogénesis Algunos de los organismos

cianogénicos incluyen bacterias, hongos, milpiés y polillas. helechos v otros snsectos
El HCN no se encuentra libre en plantas superiores perc es liberado de los

precursores cianogénicos como resuttado de una accidn enzimatica. Entre los

precursores se encuentran usualmente glucosidos de «:-hidroxinitriles {(cianohidrinas):
cuando fa integridad celular del tejido de las plantas cianogénicas sufre una ruptura,
105 glucdsidos clanogénicos se ponen en contacto <¢on enzimas cotabdhicas las cuales
hidrolizan los glucésidos y disocian les a-hidroxinitrilos

Los glucdsidos cianogénicos tienen la estrustura general siguiente, y por la

tanto tienen como aglucén u-hidroximitrilos En gran parte de los glucdsidos

cianogénicos el azicar unido es la D-glucosa, unida mediante un enlace &Hi3-glucoss|
=]

Hay cinco excepciones, que son amigdalina, viciaming, lucuming, hnustating y

neolinustating, las cualcs tienen un disacdrido unido
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HOCH2 R1
o o———é—crq
OH S Ro
H
H
H

R, y R: pueden ser sustituyentes alifdticos o aromdticos (o hidrégeno)

Algunos autores clasifican a los glucésidos cianogénicos de acuerdo a la
naturalera quimica de sus agluconesy otros los clasifican en base a su origen
biosintético.

Entre las propiedades quimicas de los glucodsidos cianogénicos destacan las
siguientes: Son degradados en dcido diluido a temperaturas no superiores a 60 °C
para preducir el azlGcar respectivo y el -hidroximitrio. Este ultimo e€s inestable y
puede disociarse a HCN v a un aldehido o cetona en una reaccicn dependiente del pH
La hidrdlisis en dcido concentrado puede producir el u-hidroxidaido y el NH; de et
-

grupo nitrilo en el glucésido es hidrolizado mds rdpidamente que e! enlace

glucosidico. El tratamiento con una base suave (por ejemplo Ba(OH), saturado)

hidroliza ¢l grupo nitrilo de varws glucésidos cianogénicos para formar el
correspondiente dcido glucosidico (por ejemplo dcido amigdalinico). Stn embargo la
durrina y la taxifilina son Idbiles en bases diluidas y se descomponen a HCN, glucosa. ¥
p-hidroxibenzaldehido, los productos obtenidos en hidrdlisis deida

La distribucion de los glucésidos cianogénicos es muy amplia, se encuentran en
plantas gimnospermas y monocotileddneas y dicotileddneas angiospermas. Entre las
familias mds notables para la cianogénesis estdn las Ardceas, Compositas,
Euforbidceas,. Gramineas, Leguminosas, Pasiflordceas y Rosdceas. En la siguiente tabla

se muestron algunos géneros y familias de plantas en las cuales se han identificado

glucdsidos cranogénicos.
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6lucdsido Famila r Género
Amigdalina Rosdceas Prunus spp.. Sorbus, Photinia, Cydonia,
Eriobotrya
Cardiospermina Sapinddceas Cardiosp um, Het dend
Deidachina Pasiflordceas Derdamia
Durrina Gramineas Sorahum spp
Protedcecs

Macadarmia, Stenocarpus

&Ginocardina

Flacourtidceas

Ginocardia, Pangium

Linamarina

Euforbidceas

Legumincscs

Crnudoscoius, Hevea, Mznmhot spp.

Acacia, Lotus spp., Phaseolus, Trifolium

Linum spp
Papever
Lindceas
Popaverdceas
Lotoustrelina Euforbidaceas Memhot

Leguminosas

Acacie, Lotus spp , Phaseclus, Trifolium

Prunasinc

Caprifoldceas
Leguminosas
Mirtdceos

Rosdceas

Sambucus
Acacta spp , Holocalyx
Eucaelyptus
Cotoneaster spp., Cydorua, Prunus spp.,

Sorbus

Taxifilina

Euforbidceas

Gramincas

Phyllanthus

Bambusa spp.. Bouteloua, Chlors, Meohinic

Vicianing Leguminoses Vicic spp
Ziering Caprifolidceas Sambucus
Rutdceas Zieric

La amigdalina fue identificada primeramente en la aimendra amarge y también
estd presente en la semilla de otras frutas. La durrina estd presente en el sorgo. La

linamarina o faseolunatina y la mertillinamarina o lotaustralina son los glucésidos de
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fegumbres, inaza, y mandioca o yuca. Entre las fuentes de estos glucésidos estan. ia
paopa dulce, el maiz, el mijo. et bambdy, la cafla de azucar, chicharoz y frijoles, semilla
de almendra, imdn, hma, manzana, pera. cerezoalbaricoque. ciruela y ciruela pasa (6.
46) .

En el proceso de catabobsmo de los glucosidos cianogénicos, especificamente
de la durrina. estdn nvolucradas dos enzimas, la primera una {i-glucosidasa lo cual
cataliza la hidrélisis del enlace {t-glucosidico de la durrina La segunda enzima es una
hidroximitrilo hasa, lo cual cataliza la disociacion estereocespecifica de la (S)-
cianohidrina producida cuando la durrina es hidrolizada (41, 46)

Las {i-glucosidasas que actuan sobre los glucésidos cianogénicos muestran un
alto grado de especificidad del sustrate para los glucésidos cianogénicos involucrados

€l papel fisioldgico de los glucosidos cianogénicos en las plantas es
indudablemente ei relacionado o su capacidad para producir cantidades toxicas de
HCN. Se presume que estos glucdsidos. como muchos otros ccmpuestos secundarios
han proporcionado e! valor de sobrevivencia a la planta que los contienc, actuando
como un freno para los herviboros que amenazan con culminar la existencia de la
planta. (46)

Es bien conocido que la toxicidad de los glucosidoes cienogénicos se debe a ia
produccién de HCN. el cual es un potente inhibidor respiratorio €1 sitio de «nhibicion
es la enzima citocromo oxidasa. el cotahizador final respiratorio de los orgarmismos
aerobios. €l cranuro tiene una fuerte afinidad por la citocromo oxidasa. formando una
unién que resulta en la inhibicidn inmediata de la respiracién celular. La muerte
sobreviene con anoxia citotéxica y el cerebro probablemente empieza a ser el érgano
mds susceptible. En la literatura sobre la cianogénesis ocasionalmente se refieren a
“e! conternido de HCN® de la planta o del tejido de esta Se debe hacer énfasis, sin
embargo en que el HIN es producido, sélo despues del rompimiento del tejido celular

de la planta
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El metabolismo humano del cianuro tnorgdmco puede efectuarse a través de
diversas rutas metabdlicas E! cianuro ingerido es rdpidamente abserbido desde el
tracto intestinal. También pasa fdcilmente a través de la psel, vy en fecrma de gos es

rdpidamente absorbido a los pulmones. La ruta metabdlica mds estudioda €5 por la

combinacion con tiosulfato para formar tiocianato y sulfito: la reaccidn es
inicialmente catalizada por la rodanasa, una enzima que pucde ser descrita como una
sulfotransferasa y se encuentra amphamente distribuida en teyndos armmales Esta
reaccidon reguere la presencia de cantidades adecuadas de cisting como donante de
azufre. La conversién de cianuro a tiocianato representa una destoxificacidn de el
HCN vy el tiocianato producido es eliminado en la orina. La hidroxocobalamina juega un
papel active en la destoxificacién de cianuro. La administracion de ésta protege a los

ratones contra el envenenamiento por cianuro (6 41)

CN + 5203 ———— = CNS +S03

El hombre estd continuamente expuesto a pequeras dosis de cranuro (en su
dieta, en la contaminacion atmosférica y particulermente en el humo del cigarro y
como resultade de una iInfeccidén urinaria con bacterias cianogénicas tales como
Pseudomonas pyccyanea)

La hidroxocobalemine juega un papel activo en la destoxificacién de cienure. La
administracién de ésta protege a los ratones contra el envenenamiento por cianuro

La dosis letal minima cdel HCN por via oral estg estimada entre 0.5 y 2.5 mg/kg

de peso corporal. La dosis letal de los cienuros clcalinos es cproximadcmente das

veces la del HCN. Una dosis relativamente grande de HCN puede causar la muerte en
pocos minutos, sin embarga se han reportado casos de sobrevivientes después de 3
horas con peguefias dasis de HCN. Los sobrevivientes han descrito sintomas inicicles

como entumecimiento periférico y mareos. Estos son seguidos por estupor y confusion
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mental, cianosis, contraccién nerviosa y convulsiones con coma terminal Dosis no
letales pueden producir dolor de cabeza, una sensacién de tension en la garganta y en
el pecho, palpitaciones y debilidod muscular. Los mismos sintomas pueden ocurrir al

exponerse a bajas concentraciones del HCN en forma de gas. (6)

3.4.6 ALCALOIDES

Los alcaloides son compuestos metabdlicamente oactivos en plantas vy
microorganismos. su biosintesis y catabolismo juegan un popel 'mportante en la
ecologia y fisiologia de los organismos en los cuales estdn presentes (46)

La palabra Talcaloide” es derivada del término “dlcall vegetal”™ usada
originalmente para decribir un grupo de bases de origen boténico. {(47) Los alcaloides
tienen como caracteristica comun la  presencia de nitrogeno. son  bases
nitrogenadas usuaimente heterociclos: existen principalmente en plantas superiores y
algunos microorganismos y presentan actividad fisiolégica significativa en humanos y
animales.

Estos compuestos representan uno de los mds amplios y mdés diversos grupos de
productos naturales secundarios y algunos presentan estructuras moleculares muy
complejas. (46,48 ,49)

Frecuentemente la actividad fiswoldgica de un alcaloide manifiesta en si mismo
una toxicidad extrema y por otro lado, muchos aicalordes tienen usos terapéuticos y
propiedades farmacoldgicas en dosis subletales. (48)

Todos los glcaloides tienen alguna occién fisiolégica. generaimente sobre el
sistema nervioso central Estos pueden ser utilizados para el beneficio del hombre, en
el campo de la medicina. Algunos de los mas potentes son la morfina y la cocaina.

La accién fisiologica especifica de una alcalorde puede variar con cada especie
animal. La morfina por ejemplo. causo adormecimiento y suefio en el hombre y en

perros, sin embargo en caballos y gatos actia como un estimulante
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Algunos alcaloid

tienen propiedad teratagénicas, causando defectos en el
feto. Lo anterior sucede, por ejemplo, cuando la madre ingiere o consume plantas que
los contienen. Se ha sugerido que algunos dafos en el esqueleto del feto como ta
espina bifida pueden ser causados por la solanina, esto como resultaodo del consumo
excesivo de papas. En el sentido de efectos teratogénicos son especialmente potentes
aquellos compuestos tales como pirrohizidonas, quinolizidonas y nicotina (49)

La distrmbucidn de los alcaloides en la planta es muy heterogénea, se han
encontrado alcaloides en varias partes de lo planta maduro, tales como: semillas,
raices, rizomas, bulbas, hojas, frutos y cdscara.

También frecuentemente se ha encontrado que la produccidn de olcaloides
totales es mayor en el estado temprano de florescencia. (47)

Muchos alcaloides son incoloros, aunque algunos son coloridos, por ejemplo la
berberina es amarilla y la queliretring es roja.

La mayoria de los clcaloides se hallan en los vegetales como sales de dcidos
orgdnicos. En ciertas plantas puede haber un deido especial asociado a los alcaloides:
asi, el dcido quinico €514 unido a los alcaloides de la quina, el dcido mecénico con los
del opio y el dcido acotimico con las acomitinas. Algunos alcaloides. como los del
Solanum 'y Verdafrum se encuentran en forma de glucésidos de la ramnosa, galactosa y
glucosa. Otros clcaloides se hallan en forma de ésteres de dcidos orgdnicos de
complejidad variable. (5Q)

En lo referente a lo funcién de los alcaloides en los plantas es probable estos
metabolitos secundarios son Utiles a Ia planta en varias vias. Se les ha asociado con la
proteccién del vegetal ante los actos predatorios de insectos y animaies herviboros,
aunque hay alcaloides que son tGxi1cos tanto para el hombre como para los animaies
superiores, pero no para los insectos. Se sugiere que algunos alcaloides Intervienen en

el crecimiento vegetal, yo sea por su copacidad de formar quelatos o intervenir en
fendmenos de 6xido reduccidn {49, 50)
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Lo propiedad quimica mds caracteristica de los alcaloides es su basicidad
(exceptuando la ricinina, colchicina y otros casos particulares), por lo que los mérodos
para aislarlos, purificarlos e identificarlos por lo general aprovechan esta propiedad.

Las soluciones de varios dcidos de metales pesados, como el silicotdngstico,
cloroplatinico, fosfomolibdico, forman precipitados con la mayoria de los alcaloides,
igualmente el mercuriyoduro de potasio (reactivo de Mayer), e} yoduro de bismuto
(Dragendorff) o el yodo-yoduro de potasio (Wagner) Las anteriores soluciones,
preparadas en condiciones especificas, forman parte de los llamados reactivos de
alcaloides, aunque los precipitados también pueden ser causados por proteinas,
purinas. betainas, coumarinas y algunos polifencles. Come la ausencia de precipitados
es indicative de que no hay alcaloides; se usan estos reactivos como prueba presuntiva

de su presencia. (50)
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO
El siguiente diagrama dec bloques muestra la secuencia general del procedimiento

empleado para el desarrollio de este trabajo.

REVISION BIBLIOGRAFICA
DE
ASPECTOS TOXICOLOGICOS

i

(]
OBTENCION DE MUESTRAS
CRUDAS Y PROCESADAS

v
PREPARACION DE MUESTRAS

PARA SU CARACTERIZACION
QUIMICO-TOXICOLOGICA

I
|

DETERMINACION DE FACTCGRES TOXICOS
Y ANTINUTRICIONALES MAS COMUNES

1) INHIBIDORE S DE TRIPSiNA
2) LECTINAS O HEMAGLUTININAS
3) SAPONINAS

4) GLUCOSINOLATOS

2) GLUCOSIDOS CIANOGEFICOS
61 ALCALOIDES

a4



PARTE EXPERIMENTAL

4.2 MATERIAL BIOLOGICO
4.2.1 OBTENCION DE MUESTRAS VEGETALES.

Esta fase del trabajo. estuvo supeditada al grupe de Ciencias Biolégicas que
con anterioridad mencionamos.

Se nos proporciond el material crudo tal y como es recolectado, de igual
manera, ¢l material procesado fue preparado por este mismo grupo, bajo las mismas
condiciones que los miembros de la etnia lo preparan: para su posterior consumo.

La procedencia de las muestras se indica a continuacidn:

NOMBRE NOMBRE LUGAR DE FORMA DE
CIENTIFICO LOCAL PROCEDENCTIA OBTENCION
Brosimum alicastrum Qjite, ojox San Pedro de las Recoleccion

Anonas Municipio de

Aquismdn, S.L.P.

Cucurbita pepo Pipidn San Pedro de las Recoleccion
Anonas.
Enrerolobium Orejdén San Pedro de las Recocleccidén
cyclocarpum Anonas.
Jatropha curcas Dhak peen té San Pedro de las Recoleccidén
Anonas.
FPhaseolus sp. Frijo!l coloni Puhuitzé, Municipio Compra

de Aquismdn, S.LP.

a5
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4.2.2 CONDICIONES DE PROCESAMIENTO PARA LAS MUESTRAS VEGETALES.

€En la siguiente tabla se indican las condiciones de procesamiento para las
muestras vegetales de interés:

NOMBRE TRATAMIENTO CONDICIONES
CIENTIFICO [ TERMICO
Brosimum alicastrum Coccidn Alcalinizacién pH 13.5 con cenizas de!
fogén, 2 horas, T= 92 °C
Cucurbirta pepo Tostado T= 120-125 °C, aproximadamente 20
minutos.
Enterolobium Coccidn Alcalinizacién pH 13.5, 3 horas, T= 92 °C
eyclocarpum
Jarropho curcas Tostado T=120-125 °C, aproximadamente 20
minutos.
Phaseolus sp. Coccién

2 horas, T= 92 °C
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4.2.3 PREPARACION DE MUESTRAS

Al momento de la recepcidn de las muestras se procedid a efectuar un secado
de aquellas que tuvieran una humedad mayor al 15%, asi se determindé le humedad
gruesa u original. Posteriormente, cuando las muestras estaban secas, se procedié a
melerlas en un molino Thomas-Wiley Mod. 4, con malla de Imm. de didmetro. De esta
manera se efectud una matienda gruesa de! material.

Debido a que en la mayoria de las determinaciones analiticas interfiere la
fraccidn lipidica se procedid a su extraccién en un dispositivoe tipo Soxhler con éter
de petréleo, asi se determind la denominada ~ grasa cruda ~.

Una vez que se tuvo el material seco y desengrasado, se sometis a una molienda
fina, en un moline Tecator, empleando una malla de 0.5 mm de didmetro, ocbteniendo
asi el material con un tamafio de particula equivalente a 30 MESH ( British-Standard).

Posteriormente se le determind a la harina finamente molida la humedad
analitica, con la finalidad de poder determinar el contenido de sdlidos totales no
grasos y poder manejar nuestros resultados tanto en base seca como en la muestra
original.

Asi, finalmente, al disponer de ias muestras en forma de harina seca,
desengrasada y finamente molida,se procediéd a aofectuar la determinacion de los
siguientes factores téxicos y antinutricionales:
¢ Inhibidores de proteasas ( en especial de Tripsina )
¢ Hemaglutininas o Lectinas
+ Saponinas
+ Gluccsinclatos
+ Glucésidos Cianogénicos

¢ Alcaloides
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A continuacidn se muestra un diagrama de bloques de los pasos realrzados para
la preparacién de las muestras y enseguida se describen algunas partes relevantes, asi

como coda una de las metodologias indicadas

Si1a humeaad~15% stectuar Mo Muestra snca |
secado en estufa de vacio e ohenda gruesa en Mchno
= o Thormas-Wiley, con maiia de 3 mm
60-65 °C
Moirenda fina. en mouno Extraccion de la fraoccsdn hipidica
Tecator, matia 0 5 mm con éter de petrclea. en dispositive
T de particu:a 30 MESH tpo Soxhlet
Y
Harina finamente mohda . Determinacion de humeaad anahibca. en

estuta de vocio 60-65 °C

I

5

f

f
h 4

Determinacidn de factores tox:cos
Y antnutnconales
Inhiidores ae tnps.na
Lectinas
Saponinas
Givcesinclatos
Glucesidos cianogenices.
Alkcalodes

48



PARTE EXPERIMENTAL

4.3 METODOS ANALITICOS.
A continuacién se describen Jlas metodologias emplecadas tento pera la

preparacién de la muestra como para las determinaciones de los factores téxicos y

antinutricicnales mencionados previamente.

4.3.1 DETERMINACION DE HUMEDAD
Fundamento: La pérdide de material que se volatiliza bajo ciertas condiciones de
temperatura y presion, se denoming humedad

Matrerial:

*Estufa de vacio LAB-LINE Mod. 3620

*Desecador

“Beclanza anclitica

*Charotlas ae aluminio

Procedimianto:

1. Poner a peso constantc las charolas de aluminio en una estufa de vacio a una
temperatura de 60-65 °C y una presién de 15 a 20 inHg durante 2 a 4 horas.

2. Pesar de 2 a 5 g de muestra en cada charola y colocarias en la estufa para su
secado.

3. Se saca la charola y se coloca en el desecador, se deja enfricr hasta temperatura
ambiente y se pesa. La derterminacién concluye hasta que las charolas queden a peso

constante o hasta que dos pesadas sucesivas no regeistren una diferencia de mds de

30.001 g.
Calcules:
% HUMEDAD = —EEP_ x 100
Donde:

Piz peso de la charole con muestra hameda, en gramos .
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Pf= peso de la charola con muestra seca. en gramos

m= peso de la muestra en gramos

4.3.2 DETERMINACION DE 6RASA CRUDA
Fundamento: La determinacién se basa en la solubilidad de las grasas en éter: la

cantidad de material extraido de una muestra mediante el reflujo con éter se
denomina extracto etéreo o grasa cruda € incluye grasa verdadera, dcidos grasos,
aceites esenciales, ésteres, vitaminas liposolubles y carotencides principalmente.
Material y Reactivos:

* Dispositivo de extraoccién Soxhlet

* Balanza analitica

* Cartuchos de celulosa de 22 x 80 mm

“ Estufa de vacio LAB-LINE Mod. 3620

+ Canasta de calentamiento eléctrica GLAS-COL

= Eter de petrdleo R A.

Procedimiento:
1. Pesar de 2 a 5 g de muestra en un cartucho de celulosa. Es conveniente emplear la

muestra seca o la que se empled en la determinacion de humedad. pues asi se evitarad
el arrastre de ios componentes hidrosolubles debido a la humedad de la muestra,
como son los carbohidratos

2. Tapar el cartucho con un pedazo de algoddn y colocaric en el compartimiento de
extraccion. En este caso, el matraz receptor debe contener unas perlas de vidrio para
controlar g ebullicicn.

3. La cantidad de solvente depende del tamafio del dispositivo de extraccién y en
términos generales se recomienda la cantidad que produzca dos descargas y una mds
que solo cubra el cartucho de celulosa pero sin llegar a sifonear

4. A continuacién se procede a un calentamiento moderado que permita un periodo de

extraccidon de aproximadamente 8 horas
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5. Después de dicho tiempo se retira el matraz colector y se recupera el disolvente
por simple destilacidén.

6. Et matrax junto con las perlas de ebullicidn, se coloca en la estufa de vacio para la
completa eliminacidn de solvente y humedad, con et fin de obtener inicamente el peso

de la fraccién lipoide

Cdlculos:
% Grasa = PL=FPi x 100
m

Donde:

Pf= peso del recipiente después de la extraccién ( en gramos).

Piz peso det recipiente antes de la extraccidn { en gramos).

m= peso de ia muestra, en gramos.
NOTA 1: Se utilizé éter de petrdleo como disolvente de la fraccidn lipidica porque es
mds barato que el éter etilico, no absorbe humedad durante la extraccién y con él se
evitan problemas de explosiones pues no forma perdxidos como el éter etilico.
NOTA 2: Debido a que ¢l punto de ebullicion del éter de petrdlec es bajo (34-45 °C)

se recomienda enfriar los refrigerantes con agua-hielo.

4.3.3 DETERMINACION DE COMPONENTES TOXICOS Y ANTINUTRICIONALES
4.3.3.1 INHIBIDORES DE TRIPSINA

Fundamento: La técnica se basa en poner en contacto el extracto acuoso directo o
ditluido de una muestra con una solucién estdndar de Tripsina (4C mg/10 mi).
posteriormente se determina la ectividad proteotitica remanente usando un sustrate
sintévico (Benzoil-arginina-p-mitroamilida [BAPNAJ), el cua! produciré coloracidn que
es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de Tripsina y que se lee en

el espectrofotometro a una longitud de onda de 410 nm.
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La reaccién que se lleva a cabo es la siguiente:

HN NH HoN_  NH
g . NH,
(CH2), (CH3)3
1 TRPSINA e
lr-l CH (": NH PR 8.27375C hllH CH ? OoH 4
c=0 o Cc=0 o
NO,
p-nitroanilida
NO, (pigmento amarilo)

Benzoil-arginine-p-nitroanilida Berzoitarginina
(BAPNA)

Material y Reactivos:
"Potenciémetro CORNING Mod. 10
= Parrilla con agitacién magnética THERMOLYNE Mod. sp-13025
* BaMo maria GRANT Mod. SE10
= Espectrofotdmetro SEQUOIA TURNER Mod. 340
* Mezclador de tubas LAB-LINE Mod. Super-mixer
* NaOH 0.01N
* Solucién amortiguadora de TRIS pH 8.2 y 0.05M (a)
= Solucién BAPNA (b)
* Acido acético al 30%
™ Solucién estdndar de tripsina (¢)
* HCt 0.001N
Preparacién:
a). Solucién amortiguadora Tris (hidroximetil-amino-metano): pesar 6.05 g de
tris y 2.94 g CaClp-2H20, disoiverios en 900 m| de agua destilada. Ajustar el pHa 8.2

y aeforaral bitro
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b). Solucién de benzoil-arginina-p-nitroanifida (BAPNA): disclver 100 mg de
BAPNA en 2.5 m! de dimetil-sulfoxido, la disolucidn es mdés rdpida si se calienta en
bailo de agua a 37 °C. se afora a 250 mi con amortiguador Tris previamente calentado
a 37 °C. Esta solucion se prepara el mismo dia de su uso y se mantiene a 37 °C.

c). Solucién estandar de Tripsina: pesar con mucha exactitud 4 mg de tripsina
bovina (SIGMA T-8253) y se disuelven en 200 ml de HClI D.O0IN. Esta solucién
contiene 20 mg de tripsina/mi y debe ser almacenada en refrigeracién donde puede
durar de 2 a 3 semanas sin pérdida apreciable de actividad.

Procedimiento:

PREPARACION DEL EXTRACTO:

1. Pesar | gramo de muestra (finamente molida y desengrasada cuando et contenido de
grasa sea superior al 5%) en un vaso de precipitado; adicionar 45 mi de NaOH 0.01N,
ajustor el pH de la suspension a 9.620.2 y aforar a 50 ml con NaOH O.01N.

2. Tronsferir a un vaso de precipitados y agitar mecdnicamente en la parrilla de
agitacién por espacio de 2 horas y media a 300 rp.m. Después de dicho tiempo retirar
el mogneto y dejar reposar el extracto durante media hora.

3. Decantar el sobrenadante y eliminar el residuo :nsoluble. E! sobrenadante debe ser
diluido de tal manera que 1 ml del extracto produzca una inhibicion entre 40 y 60%:
esto ayuda o reducr la desviacion estandar.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD:

1. Preparor 10 tubos de ensayo como se muestra en el cuadro 1. Agregar la cantidad
especificada del extracro diluido o directo, por duplicado y ajustar el volumen finai de
cada tubo a 2.0 mi con agua destilada.

2. Adicionar a togos los tubos 2 ml de tripsina a 37 °C, agitando cada tubo con el
vortex. A los blancos se les adiciona ademds 1 ml de dcido acético para detener la
reaccién,

3. Colocar tados los tubos en ¢l baRo de agua a 37 °C y dejar incubar durante 10 min

para que entren en contacto inhibidor y enzima.
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4. Adicionar a cada tubo 5 ml de solucién de BAPNA a 37 °C y volver a colocar los
tubos en e! baflo de agua para incubarlos durante 10 min. Dcbe controlarse
estrictamente el hiempo sobre todo después de adicionar el BAPNA para lo cual puede
emplearse un cronémetro
5. Detener la reaccidn enzimatica afladiendo 1t mi de dcido acético a cada tubo a
excepcidn de los blancos a los cuales ya se les habia adicionado.
6. Es frecuente la formacién de precipitado o el enturbiamiento de lo mezcla de
reaccién por lo que se deja reposar durante 15 min y después se filtra, primero el
sobrenadante y posteriormente la porcidn residual a través de pape! Whatman # 1. El
fitrado deberd estar transiucido

A continuacién se muestra el cuadro 1| que permite observar en forma

esquemadtica ia serie de tubos para la determinacién de actividad inhibitoria

CUADRO 1
Tubo | mi f mi : m! Std. Tripsina | 5 mun mi 10 m:n | dcrdo acético
Ext. . H20 | . | BAPNA .| 30% (Aee)
! ! 37°¢ i
"8t | 18 ; 02 | 2C-10mlAact | 50 i 00
1 ‘é'I’afT"’oz : 20 ; “50 1 10
B2 | 14 06 | 20+10ml Aac™ 5.0 | 0.0
2 I8 06 | 20 50 ; 1.0
a3 70 {10 20+1.0 m! Acc 50 i 00
3 10 10 20 50 1.0
B4 0.6 14 2.0+1.0 mi Aac* 50 oo
4 o6 Ta | 20 50 : 10
BR 00 ; 20 | 720:10mi Aac 50 [ 00
R oc 20 ¢ 20 : 10

AT}
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* A los blancos se les adiciona enseguida 1 ml de decido acético 307% para inactivar la
enzima.

7. La lectura de cada tubo se realiza en el espectrofotédmetro a 410 nm en el espectro
visible Previamente se debe ir gjustando a 100% de transmitancia con el respectivo
blanco de cada dilucién. Es importante remarcar que el tubo que contiene OO0 mi de
extracto (40 mg tripsina/10 ml) es nuestra referencia y sobre este tubo se basardn
los cdlculos

NOTA: Es unportante trabajar cada tubo con su blanco porque en ocasiones se
arrastran coloraciones del extracto directo provocando interferencias en el momento

de leer en el espectrofotometro, de este modo mediante el blanco se hace una

correccidén.
Cdlculos:

Una unidad de tripsina (L. T.) es arbitrariamente definida como un incremento
de 0.01 unidades de absorbancia ¢ 410 nm por 10 ml de mezcla de reaccién descritas
por Kakade y colaboradores lLa actividod de los inhibidores de Tripsina se expresa en
términos de Unidades de Tripsina Inhibida (U T1TI) Lo lectura de absorbancia (A),
puede ser transformada directamente en unidades de tripsina.

UT = Ax100

Yc gue se tiene una scrie de alicuotas, se tendrdn c su voz una serie de valores
de U.T.. es convenente determinar e! % de inhibtcién para lo cuat se toma como
referencia el tubo 3 que es ¢l que contiene | ml de extracto Si el % de inhibicion no

cae dentro de! range de 40 al 60% de inhibicidn es necesarto hacer un agjuste del

extracto pare que cumpla este requisito

% intubicion = &Rﬁi X 100

Donde:
R = U.T. de 1a referencia (Tubo con 0 O ml de extracto)
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A3 = U.T. del tubo 3 {Tubo con 1.0 ml de extracto)

Para obtener los valores correspondientes de U.T.I. se restan los valores de
U.T. al dato de referencia y posteriormente se puede calcular el valor de U.T.I./ml de
cada una de las alicuotas.

UTI.=R-UT,

Donde:
R = Valor de unidades de tripsina de la referencia

Cuando se grafica la actividad enzimdtica inhibitoria (U TI./ml} vs. ml de
extrocto de prueba, se observa una correlacién lineal negotiva de donde se puede

obtener el wlor extraopolado que corresponde al valor cero de la solucién inhibitoria,
Grdfica U.T.I/ mi vs. mi de extracto

8 (Valor extrapolado)

Trnpsina
irhibida
(UTIml)

Votlumen extracto (ml)
Este volor extrapolado, es el valor mds cercano a la actividad inhibitoria real o
verdadera (si se refiere uno a! inhibidor de soya del tipo Kunitz).
Si la correlacion lineal no es satisfactorio (r«0 9), se puede trabajar con un
valor promedio de la serie ae alicuotas y reportar en U T.I./mi
UTI/ml=UTI/ mide extracto
€s conveniente reportar en unidades de tripsina inhibida con respecto a 1 mg

de muestra.

U Ti/mg muestra= B xF xN
Donde
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B = valor extrapeclado o promedio en U.T.I./ m|
F = Factor de dilucién, el cual depende de la(s) dilucion{es) reahzoda(s). Cuando se
tiene el extracto directo F=1

A
a2 Az
a1 az

Donde A.= aforo(s)y a = alicuota(s)

N = aforo iniciai/mg muestra

4.3.3.2 LECTINAS O HEMAGLUTININAS

DETERMINACION SEMICUANTITATIVA

Fundamento: La determinacién se basa en el poder aglutinante que tienen ciertos
componentes de naturaleza proteica hacia los eritrocitos. Se emplea la técnica de
microtitulacién basada en una serie de diluciones donde el punto final de aglutinacidn
se determina mediante una estimacion visual, para cilo se requiere que los errtrocitos
seon sensibilizados medwante una proteasa En el presente estudio se llevé a cabo la
determinacion semicuantitativa de hemaglutininas con eritrocitos de hamster
Material v Reactivos

* Agitador magnético con tacémetro THERMOLYNE

Centrifuga DYNAC

Tubos de centrifuga de 15 ml graduados PYREX
* Incubadora BLUE-M

Espectrofordmetro COLEMAN Mod Junior ITA

Adaptador para celdas de 10 x 75 mm con abertura de 1 em?
* Filtro de vidrio de poro grueso

* Microdiiutor de 50 ul MICROTITER KIT (Cook Eng-Alexander Virginia USA)
* Pipeteador de gota de 50 .l DYNATECH

* Placas para aglutinacién tipe V

* Pipeta automadtica de 12 conales LABSYSTEMS
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Sangre de hamster sensibilizada
Solucién salina al 1%
Solucién salina al 0.9%
Solucion anticoagulante (a)
Solucién de proteasa al 0.17% en solucién salina (b)
Tripsina de pdncreas porcino SIGMA T-8128
Pronasa de 5. grisens SIGMA P-5005
Preparacién:

a). Cuando la sangre se use de inmediato, se puede usar como anticoogulantes la
heparina o citrato en las siguientes concentraciones:
15-20 VI de heparina por ml de sangre
0.1 ml de solucién de citrato por ml de sangre

Si la sangre no se va a usar de inmediato y se desea conservar en refrigeracién
por unos dias, o mas conveniente es emplecar la solucion ALSEVER como
anticeagulante en proporcién 1:1. Esta solucién es muy recomendable para mantener la
sangrec de vaca

b). En términos generales se usa tripsina al Q1% en solucidn salina, paro el
proceso de sensibihizacién; sin embargo. cuando se emplea sangre de cualquier roedor
(hamster, ratén, rata, etc ) se recomienda sensibilizar con pronasa cl 0 2% en solucidn
salina
Procedimiento:
PREPARACION DEL EXTRACTO DE LA MUESTRA
1. Suspender 1 g de muestra finamente mohda y desengrasada (cuando sea necesario)
en 10 mi de solucidén salina a! 1%
2. Extroer por agitacién mecdnica durante 2 horas a 300 rpm a temperarura

ambiente

3. Centrifiguar ¢l extrocto a 1,400 rpm duronte 15 minutos para ehiminar el residuo

insolubie.
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4. Filtrar el sobrenadante a través del fitro de vidrio de poro grueso, s1 es necesario
se lava el residuo con solucién salina al 1%.

5. Aforar el filtrado a 10 mi con solucién sabina al 1%,

PREPARACION DE LA SANGRE:

1. Una ver sangrado cl animal, colocar la sangre en un matraz pequenio que contenge la
solucién anticoagulante, homogenizar suavemente

2. Trasvasar la sangre con ant.coaqulante a tubos de centrifuga: lavar y centrifugar a
1.500 rpm. durante 10 minutos 3 veces con solucion salina al 0.9% La relacion
sangre:solucién salina es 1.5 aproximadamente S la sangre no estd muy hemolizoda es
suficiente realizar dos lavadce+ (el socbrenadante debe ser incoloro)

3. Después del Gltimo lavado, medir en el tubo de centrifuga la cantidad de paquete de
eritrocitos y diluirios al 4%, para lo cual se deben agregar 24 ml de solucién salina al
0.9% por cada 1.0 ml de glébulos rojos

SENSIBILIZACION DE LOS GLOBULOS ROQJIOS

i. Por cada 10 mi de suspension de glébulos rojos al 47 agregar 1 ml de solucion de
proteasa (para sangre de hamster se emplea pronasa al 027%) y colocarios en la
incubadora a 37 °C durante 1 hora

2. Centrifugar parc eliminar la enzima sobrenadante y dar 3 lavados con solucion
salna al 0 9% centrifugando a 1,500 r pm. durante 10 minutos E£s importante reabzar
fos tres lavados para eliminar completamente lg enzima

3 Después de! dltimo lavado resuspender el paquete de eritrocitos. por cada 1 0 mi de
poquete dc eritrocitos sensibilizados se agregan 19 mi de solucién sahna al 0 9% (la
suspensién queda al 5%) Cucndo sc observa que la sengre Tiene algunes coagulos. es
necesario filtrar a traves de gasa en un embudo de tallo corto

AJUSTE DE LA SUSPENSION DE ERITROCITOS

1. Tomar 1 ml de la suspensidn de glébulos rojos scnsibilizados y agregar 4 ml de
solucidén salina al 0 9%, mazclar Se lce en cl espectrofotometro a 620 nm, se ayustaa

100% de transmitancia usando solucign salina al O 9% como blanco
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2. Diluir la suspension hasta que la lectura sea de 25%:1 de transmitancia. Al final la
suspensién debe quedar al 4% y dar dicha lectura de transmitancia en el
espectrofotémetro a 620 nm.
PREPARACION DE LAS PLACAS
1. Con ayuda de la pipeta automdtica de 12 canales depositar 50 .l de solucién salina al
0.9% en cada pozo de las placas tipo V del microtiter, evitando tocar las paredes de
fos pozos
2. Con un microdilutor tomar 50 ui del extracto de lo muestra, se introduce en el pozo
sin tocar las paredes y se gira, sec saca del pozo y se introduce en ¢l pozo siguente de
tal forma que se van llevando a cabo las diluciones del extracto. Se reccomienda checar
que el volumen que toma el microdilutor sea e! adecuado para lo cual se emplea una
placa de prueba.
3. Con el pipeteador de gota se adicionan 50 ul (una gota) de eritrocitos sensibihizados
en cada pozxo, se rota la placa en forma circular y se incuba a 37 °C durante 1 hora
LECTURA

Transcurrido el ftempo, colocar la placa en el dispositive de lectura temendo
cuidado de nc agrtar la placa. Se observa a traveés de! espejo el fondo de los porzos de
cada hilera de prueba. S5e considera positivo aquel pozo que presente una difusion de
eritrocitos en todo el pozo (aglutinacidn) y negativo aquel pozo donde se observe

sedimentacidn de eritocitos en el centro. Se reporta la maxima dilucién donde se
presenta agtutinacion (titulo)

4.3.3.3 SAPONINAS

DETERMINACION SEMICUANTITATIVA

Fundamento: La determinacién estd basads en al aprovechamiento de la capacidad
hemolitica de las saponinas sobre eritrocitos. Se emplea un método de microtitulacion

(como en la determinacion de hemaglutininas) en el cual se pone en contacto un
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extracto metandlico de la muestra, resuspendido en solucidn salina, con los eritrocitos

sensibilizados.

En este caso se emplearon eritrocitos de cone jo.

MATERIAL Y REACTIVOS

* Equipo para extraccion de grasas Goldfisch LABCONCO

" Vasos de borde esmerilkade KIMAX

* Rotavapor BUCHI Mod R

* Incubadora BLUE-M

~ Centrifuga DYNATECH

~ Tubos para centrifuga de 15 ml graduados PYREX

“* Placas para hemdlisis tipo U

* Pipeta automdtica de 12 canales LABSYSTEMS

* Microdilutores de 50 ul MICROTITER KIT (Cook Eng-Alexander Virginia USA)

* Pipeteadores de gota de 50 ut DYNATECH

* Eter de petrdélco R.A.

* Mezcla metanol-agua B5:15

* Solucién salina al 0 9%

* Eritrocitos de conejo sensibilizados (a)

* Solucién estdndar de soponinas (saponina de quilicja BDH y digitonina SIGMA).

« Soilucién de proteasa al 01% en solucion salina ( Tripsina de pdncreas porcino
SIGMA T-8128 )

Preparccion:

a) La preparacidn de la sangre de conejo se lleva a cabo de la misma forma que
en la determinacién de hemaglutininas, empleando tripsina al O1% para la
sensibihizacién de los eritrocitos.

b). Selucién estdndar de saponinas: preparar una solucién de saponinas al 0.5%

en solucidén salina al 0.9% empleando una mezcla 1.1 de saponina de quiliaja y digitonina.

61



PARTE EXPERIMENTAL

Procedimiento:
PREPARACTION DE LA MUESTRA
1. Pesar 2.5 g de muestra en un cartucho de celulosa. Colocar el cartucho en el
extractor de grasas Goldfisch y desengrasar con éter de petrdleo (1gual que en la
determinacion de grasa cruda)
EXTRACCION DE SAPONINAS
1. Sobre la muestra desengrasada y empleando e! mismo extractor Goldfisch, se lleva
a cabo una extraccién con 50 ml de mezcla metanol-agua 85:15 durante 2 horas y
colocando el control de temperatura en high Debe emplearse un vaso de borde
esmerilado limpio.
2. El extracto metandlico se transfiere del vaso a un matraz bola de 100 ml y se
concentra con el rotavapor hasta sequedad. €5 importante eliminar todo el metanol.
3. Resuspender ¢l residuo del matraz bola con solucidn salina al 0.9% Filtrar a través
de papel Whatman No. 4 y aforar el filtrado a 50 ml con solucién salina al 0.9%.
PREPARACION DE LAS PLACAS

Las placas tipo U se preparan de la misma manera como se preparan las placas
para la determinaciéon de hemaglutininas. En cada placa se aplica en una hilera del
estdndar de saponinas como control positive, de la misma forma como se aplica el
extracto de las muestras. y se siguen los mismos pasos hasta la incubacidn a 37 °C
durante 1 hora
LECTURA

Transcurrido el tiempo de incubacion se colocan las placas en el dispositivo
para iectura, se consideran positivos aquellos pozos que se observen translicidos
(hemdlisis) y negativos aquellos pozos en los que se prescnte un punto rojo en el
centro indicando la sedimentacion de los eritrocitos

Por definicién. 1 Unidad de heméhsis (U.H ) equivale a 0.1 mg del estdndar, que

es el limte de deteccién para la sangre empleada. de tal manera que pueden
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expresarse los resultados en base a U.H. dependiendo del titulo obtenido para cada

muestra.

4.3.3.4 6LUCOSINOLATOS

Fundamento: Al llevarse a cabo la hidrélisis enzimdtica de los glucosinolatos, se
liberan estequiométricamente glucosa y el anmidn bisulfato, esta metodologia se basa
en el uso de la actividad especifica de la tioglucosidasa, la cual nos hiberard la glucosa
de los glucostnolatas y por cuantificacion de esta glucosa y la glucosa libre, tendremos
indirectamente el contenido de glucosinolatos.

MATERIAL ¥ REACTIVOS

= Digestor TECATOR Mod. AB-20/40

+ Espectofotdmetro SEQUOTIA-TURNER Mod. 340

= Tubos de rosca PYREX Mod. 9825

= Tapones de rosca con cubierta de teflén

* Pipeta qutomdtica LABSYSTEMS de 200-1000ul

* Vortex LAB-LINE Moad. 5

* Cronémetro

» Solucign de dcido benzoico (a)

=  Solucién patron de reserva de glucosa (b)

= Soluciones patrones de trabajo de glucosa (c)

= Reasctivo de o-tolusdinag (d)

= Buffer de fosfatos pH 7.0 (e)

- Acido acético concentrado (f)

*« Solucién de Tioglucostdasa comercial { SIGMA Cat. T-4528 ) (g)

Preparacién.

(a). Solucion de dcido benzowco: Disolver 1.4 g de dcitdo benzoico en BOO ml. de agua

desionizada con calentamiento Dejar enfriar y aforar a 1000 m!
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(b). Solucién patrén de reserva de glucosa: Disolver 1g de glucosa en BO ml de
solucion de dcido benzoico y aforar a 100 ml. con la misma solucidn

{¢c) Soluciones patrones de trabajo de glucosa: Tomar alicuotas de 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45 y 50 m} del patrén de reserva de glucosa, y aforar cada una a 50 m!
con la solucién de écido benzoico

(d) Reactivo de o-tolunidina. Disolver 1.3 g de tiourea en aproximadamente 900 mi. de
dcido acético. Adicionar 60 ml. de o-toluidina y aforar a 1000 ml. con dcido acética.
Dejar en reposo por lo menos 24 horas. Almacenar en frasco dmbar a temperatura
ambiente.

(e) Buffer de fosfatos pH 7.0. Mezciar 39.0 ml
monobdsico de sodio ( 27.8 g en 1000 ml. ) con 61 ml de una solucidn 0.2 M de fosfato
dibdsico de sodio ( 53.65 g de Na:HPO., 7H:0 6 717 g de Na;HPO,. 12 H:O en 1000

de una solucién 0.2 M de fosfato

mi) y aferar a 200 ml|
(g) Solucién de tioglucosidasa comerciai: Se pesan 20 mg de tioglucosidasa y se aforan

a 10 m!. con buffer de fosfatos pH 7.0
Procedimiento:

* Determinacién de glucosa total.
1. Pesar de 12.5 a 25 mg de muestra ( harina desengrasada y finamente molida ) en un

tubo de ensaye, y disolveria en 1 ml. de buffer de fosfatos pH 7.0,
2. Colocar el tubo en un bafic de agua a 37 °C. Adicionar 0.5 mil. de solucion de

tioglucosidasa y dejar actuar a la enzima durante 15 minutos. midiendo el tiempo con

crondmetro.
3. Pasado este tiempo, detener la reaccion adicionando 0.5 ml. de dcido acético

concentrado. Mezclar perfectamente utilizando un vortex.

4. Tomar una alicuata de 0.5 ml y adicionarios a un tubo con tapa roscada forrada de

teflon que contenga 3.0 ml. de reactivo de o-toluiding.

S. Colocar este tubo en un digestor precalentado a 100 °C y dejarlo durante 13

minutos.
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6. Una vex transcurrido este tiempo, sacar el tubo y enfriarlo al chorro de agua fria
hasta temperatura ambiente.

7. Leer absorbancia a 630 nm.

* Determinacién de glucosa libre.

1. Pesar de 12.5 0 25 mg de muestra ( harina desengrasada y finamente molida ) en un
tubo de ensaye y adicionar 0.5 ml. de dcido ocético. Mezclar perfectamente con ia
ayuda de un vortex.

2. Adicionar 1 ml. de buffer de fosfatos pH 7.0 y 0.5 mi. de solucién de tioglucosid

He e izar e con el vortex.

3. Tomar una alicuota de 05 ml. y proceder de la misma manera que para la
determinacién de glucosa total ( pasos 4-7 ).
Glucosa liberada:

La glucosa liberada se calcula de acuerdo con la siguiente férmula:

Gt -Ggo
L 2T 220
G. i

En donde:

G.L. es la glucosa liberada en 1:.9/mg
Gres la glucosa total en g

G. es la glucosa libre en g

M €5 el peso de la muestra en mg.

Finalmente, se calcula el contenido total de glucosinolatos conforme a la
férmula siguiente.

2:GsT = GlLx_PMgGap  x
180.16 1
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En donde:
% Gs. T. es el porcentaje de glucosinolatos totales.
6.L. es la glucosa hberada en ug/mg

PMer es el peso molecular del ghucosinolato principal de la muestra, en
g/mol.

La determinacién de glucosinolatos se lleva a cabo con un tiempo de reaccién de 15

minutos, considerando que a este tiempo ya se llevd a cabo la hidrélisis del

glucosinolato en mds de un 98%.

4.3.3.5 GLUCOSIDOS CIANOGENICOS

Fundamento: €1 presente método aprovecha la reaccidn sensible y especifica de
Guignard. 16 cual es ampliamente utilizada en pruebas cualitativas para la deteccidn
tanto de glucdsides cianogénicos como del propio HCN. Para cuantificar el HCN total
que potencialmente puede ser hberado se hace uso de una hidrélisis enzimdtica (por
medio de una [i-glucosidasa) del correspondiente glucdésido cianogérnico. el HCN
tiberado reacciona con el acido picrico formando la 1soporpurina de color café rojizo,

e) color es directamente proporcional al conterido de glucésidos cianogénicos en la

muestra.
OH
NO, NO, o
NO, NHOH
+2HCN medio O
aicalno + 120
NO CcN cN

2

NO,

ACIDO PICRICO ISOPURPURINA

MATERIAL Y REACTIVOS
* Baflo de agua con agitacion LAB-LINE
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* Incubadora BLUE-M
* Congelador comercal

Espectrofotémetro SEQUOTA-TURNER Mod 340
* Tubos de cultivo con tapén de rosca PYREX No. 9826

Solucidn de ji-glucosidasa SIGMA 6-862% con activador (a)

Solucion de picrato de sodio alcalinizada (b)

Papel indicador de HCN (c)

Solucién estdndor de HCN equivalente a 100 mg de HCN/mI (24.1mgKCN/100 mi)
= HCI 05N

Amortiguador de fosfates pH=7.0 (d)
* Fécula de maiz comercial.
Preparacion:

a). Solucién de -glucosidasa con activador: pesar 0.25 g de {i-glucesidasa y
disolverios en buffer de fosfatos pH:=7 O, ogitando con cuidado para evitar la
formacion de espuma. Uno vez disuelta la enzima se agregan 17 g de NaNO3 que
actha como activador de dicha enzima, aforar a 250 ml con buffer pH 7.0 La
concentracién finat es de 1 mg de [I-glucosidasa /mt y O 08 M de NaNO 3

b). Solucién de picrato de sodio alcalimizada: pesar 25 g de dcaido picrico vy
disolverios en agua destilada, agregar 125 g de carbonato de sodio, agitar hasta su
disolucién, aforar a 500 m! con ogua destilada.

c). Papel «ndicador de HCN: sumergir papel Whatman No. 2 en una solucidn de
picrato de sodio alcalinizada (b). escurrir y secar en estufa a una temperatura de 55-
60 °C durante 30 minutos. Cuando csté seco. cortar tiras lo mds exacto posible de
2x10 cm.

d). Amortiguador de fosfatos pH=7.0. sc¢ preparan dos soluciones como se
indica a continuacién:

A: Solucién de fosfato de sodio monobdsico 02 M (278 genl )

67



PARTE EXPERIMENTAL

B: Salucidn de fosfato de sodio dibdsico 02 M (53.65 g de NapHPO4 7H20 6

71.7 g de NagHPO4-12H20 en 11)

Mezclar 39 m! de A y 61 mi de B y aforarioc a 200 ml. Finalmente se ajusta el pHa 7.0
empieando el porenciémetro

Procedimiento:

LIBERACION DEL HCN DE LA MUESTRA

1. Pesar de 20 a 500 mg de muestra finamente molida en un tubo de cultivo Pyrex. Si
no se tiene informacidn sobre el contenido de glucésidos cianogénicos en la muestra
se pesan 500 mg. E) ensayo se hace por duplicado

2. Adicionar 5 m! de solucién de (i-glucosidasa (frig) procurande humedecer toda la
muestra Homogenizar.

3. Colocar la tira de papel indicador hu
agua) en la boca del tuba sin tocar las paredes y cerrar herméticamente con el tapdén

decida (aproximad te con B gotas de

de rosca. (FIG.1)
TUBO

PAPEL
INDICADOR

MUESTRA

FIG.1
4. Colocar los tubos en el bafo de ogua que ya debe estar a una temperatura de 40 °C

y con el control de velocidad de agitacidn ajustado a 3.5 por espacio de 4 horas.
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5. Transcurrido el tiempo. colocar los tubos en el congelador durante 30 minutos
6. Sacar los tubos del congelador y destapar para adicionar 1 ml de HCI 0.5N (frio).
Volver a tapar los tubos. Homogenizar teniendo la precaucién de que el liquido no
toque el papel indicador. S se usan los tapones adecuados, la tira de papel quedard
adherida al tapén y no se presentardn problemas de manipulacion
7. Colocar los tubos en la incubadora por espacio de 30 minutos a 60 °C. Transcurrido
el tiempo sacaorlos y en e€se momento se puede realizar visualmente la deteccién
cualitativa. Aquellos tubos que presenten una coloracién café-rojiza se consideran
positivos y se procederd a realizar la deterrminacién cuantitativa. Los tubes que no
presenten colorocién se consideran negatives. De manera simultdnea se corre un
blanco (todos los reactivos sin la rmuestra) y una curva estdndar.
PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR
1. Para simular la interaccion muestra-HCN liberaodo se emplea fécula de maiz. se pesa
en cada tubo 500 mg de fécula de maiz { matriz).
2. Se adiciona a cada tubo los m! correspondientes de solucién estdandar de KCN y en
seguida 5 ml de amortiguador de piH 7.0, procurando humedecer la fécula.
3. Se colocan las tiras de papel indicador como se describié anteriormente y se
trabajan en la misma forma que para la liberocién de HCN de la muestre

En el cuadro 1 se muestra la forma de preparar los tubos. La curva estdndar va
de 5 a 60 mg de HCN, ya que fué el rango dptimo encontrado en la respuesta

concentracién de HCN vs, D.O. (r=0.99) en donde se cumple la ley de Lambert-Beer.
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TUBOS PARA LA CURVA ESTANDAR

Cuadro 1
mil de fécula de ml! buffer pH 4 hrs , HCi1 0.5N {HCON] mg
solucién maiz (mg) 70 40 ©°¢C, (frio)
estdéndar
00 500 50 1.0 o
0.05 500 50 1.0 50
0.10 500 50 1.0 10.0
0.20 500 50 1.0 200
0.40 500 5.0 1.0 400
0.60 500 5.0 to 60.0

DETERMINACION CUANTITATIVA.
1. Extraer con cundado la tira de papel indicador y colocaria en otro tubo de cultivo

con tapon de rosca. adicionar 20 mil de agua destiloda (medidos con bureta). tapar y
agitar vigorosamente para extraer el pigmento del papel (isopurpurina).

2. Filtrar el contenido del tubo para separar los residuos de papel. En caso de que
éstos presenten aln coloracién se puede hacer otra extraccion con 20 ml de ogua
destilada, filtrando y reuniendo el filtrado con el de la primera extraccién

3. Ei filtrado se transfiere a una celda para su lectura en e! espectrofotdmetro
previamente ajustado a 100% T con el blanco a 520 nm. La curva estdndar se lee de
igual forma solo que en este caso el blanco corresponde al tubo que tiene 0.0 mi de
solucion estdndar de KCN.

Cdleulos

Transformar las lecturas de 7% de Transmitancia a % de Absorbancia:

A= —1
“%T/100
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Trazar la grdfica de A vs. mg de HCN con los datos de la curva esténdar e
interpolar los valores de % A de las muestras para obtener los respectivos mg de
HCN o de acuerdo a la ecuacién de la regresion lineal el correspondiente contemido de
HCN puede ser calculado

mg HCN /100 g de muestra = ‘A__gg‘_D_"?j_QVO_”
Donde:

Az mg de HCN

b=ndimero de veces que se adicronaron 20 mi de agua (dilucién)

m= mg de muestra

4.3.3.6 ALCALOIDES
DETERMINACION CUALITATIVA.
Fundamento El material seco de la planta se extrae con metanol. Una solucidon acuosa
de la porcion soluble en decido del extracto con metanol, se hace basico con amoniaco.
Dicha porcidn es sujeta a extroccién diferencial con diclorometano-etanol Los dos
extractos asi obtenidos son ensayados con siete reactivos para alcaloides:

1) Reactivo de MAYER ( cloruro de mercurio y yoduro de potasio )

2) Reactivo de WAGNER ( triyoduro de potasio )

3) Reactiva de DRAGENDORFF (nitrato de bismute y yoduro de potasio).

4) Reactivo de SONNENSCHEIN ( dcido fosfomolibdico )

5) Reactivo de HAGER ( deido picrico ).

6) Reactivo de SCHETIBLER ( écido fosfotungstico )

7) Reactivo de ACIDO SILICOTUGSTENICO.
MATERIAL Y REACTIVOS
* Embudo de separacién de 125 ml.
* Rotavapor BUCHI Mod. R.
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*» Matraces bola de 100 ml PYREX
« Papel filtro Whatman No. 1
« Parrilla de agitacién CORNING Mod PC-351
« Estufa de vacio LAB-LINE INSTRUMENTS
= Acido nitrico 30% ¢ 6= 1.180
= Acido sulfirico 17%
* Acido silicotungsténico (4H20-502-12W02-22H20)
= Metanol R.A.
« Sulfato de sodio anhidro
* Amoniaco concentrado ( aprox. 25% ).
* Diclorometano R.A.
= Etanol RA.
* Reactivo de Mayer (a)
+ Reactivo de Wagner (b)
* Reactivo de Dragendorff (c)
= Reactivo de Sonnenschein {d}
* Reactivo de Hager (e)
* Reactivo de Scheibler (f)
+« Reactivo de Acido Silicotungsténico (g)
Preparacidn
a). Reactivo de Mayer: disolver 1.36 g de HgClp en 60 ml de agun y aparte
disoiver 5.0 g de KI en 10 ml| de ogua. Reunir las dos soluciones y aforar a 100 mi con
ogua destilada
b). Reactivo de Wogner: disolver 1.27 g de yodo (resublimado) y 2 g de KI en
20 m! de agua; aforar a 100 m! con agua destilada.
c¢). Reactivo de Dragendorff: disolver B g de nitrato de bismuto
pentahidratado en 20 mi de HNQ3 al 30% (6=1.18) y 27.2 g de KI en 50 ml de agua. Se
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mezcon las 2 soluciones y se deja reposar 24 horas. Decantar y aforar a 100 mi con
agua destilada.

d). Reactivo de Sonnenschein: a 100 ml de solucién caliente de molibdato de
amonio (43 g en 100 mi de agua), adicionar 100 mi de una solucién caliente de fosfato
dibdsico de sodio anhidro (10 g en 100 m! de agua). a esta solucién clara adicionar 10
m! de dcido nitrico concentrado. se forma un precipitado amarilio, dejar reposar 1
hora. Eliminar el liquido sobrenadante, resuspender el precipitado en 50 m! de agua
destilada y calentar. Cuando ya es5td caliente, se le agregan 100 m! de solucidén caliente
de carbonato de sodio anhidro (28 g en 100 ml de agua), se forma una solucidn clara
que se trasvasa a una cdpsula de porcelana y se evapora a sequedad. flamear con un
mechero bunsen la superficie del polvo hasta que se encienda para evaporar las sales
de amonio. E! polvo se pesa en un vaso de precipitados (deben obtenerse
aproximadamente 30 g). y disolverio en 200 mi de agua destilada caliente, calentar y
adicionar 50 ml de dcido nitrico concentrado. Aforar a 300 mi con ogua destiladga. Se
obtiene una solucion clara amarilla de deido fosfomolibdico

e). Reactivo de Hoger: preparar una solucién saturada de dcido picrico, esto es:
2.0 g en 100 m! de ogua.

f). Reactivo de Scheibler: disolver 10 g de tungstato de sodio y 7 g de fosfato
disédico en 50 m! de ogua. Acidular la solucién con dcido nitrico

g). Reactivo de Acido Silicotungsténico: disolver 50 g de dcido
silicotungsténico en la cantidad necesaria de dcido sulfirico 6N para preparar 100 mi
de solucién.

Procedimiento:

1. Pesar de 2 a 4 g de muestra seca y molida, adicionar 40 m| de metanol, agitar y
dejorla toda la noche.

2. Al dia siguiente calentar durante 4 horas a 50 °C en bafic de agua con agitacién

interrumpida
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3. Filtrar el extracto y lavar el residuc con 20 mi de metanol. Transferir el filtrado a
un matrarx bola de 100 ml y con ayuda del rotavapor evaporar el metanol hasta
sequedad.

4. Resuspender el residuo con 2 ml de metano! y 12 ml de HC! al 1%, agitar y filtrar.

%. Para lavar el residuo se usan 8 ml. de HC! al 1%, se combinan los extractos filtrados
v se hace bdsico con amoniaco concentrado ( aprox. 25% ).

6. Se extrae con tres porciones de 20 ml de diclorometano cada una, dando ia
fraccién “A~,

7. A la solucidn acuosa residual de la anterior extraccién, se procede a extraeria con
una mezcla diclorometanc-etanc! ( 3:2 v/v ), con tres porciones de 20 ml cada una,
con lo cual se obtiene la fraccion “B~.

8. Las fases orgdnicas son lavadas con 5 ml. de solucién media saturada de sulfato de
sodio y secada con sulfato de sodio anhidro.

9. Las dos fracciones A y B, son evaporadas en un rotavapor por separado, y el
residuo es resuspendido con 1.5 ml. de HCl al 1% y 1.5 mi. de diclorometano y se agita
vigorosamente.

10. La fase acuosa de cada fraccidn es pipeteada con una pipeta Pasteur y filtrada a

través de algoddn y dividida en siete porciones: estas alicuotas son ensaycdas con fos

siete reactivos indicados:
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REACTIVO PRECIPITADO
Mayer pp blanco
Woagner pp floculento color
marron
Dragendorff Pp anaranjado-marroén
Sonnenschein pp amarillo
Hoger pp amariltio.
Scherbler pp blanco-grisiceo
Actdo pp blanco-grisdceo
Silicotungsténico

Resultados

Debido a la frecuencia de reacciones falsas-positivas con los reactivos
comunes para determinar alcaloides, sélo se considera como positiva la presencia de
ellos en nuestra muestra, cuando cualquiera de las dos fracciones ( A y B ) dan
reaccién positiva con los siete reactivos anteriormente enumerados.

Debe mencionarse que en el reactivo de Hoger (dcido picrico) es de baja
sensibilidad. por lo tanto cuando da prueba negativa mientras todas las demds son
positivas, puede desacartarse y debe considerarse positiva la presencia de alcaloides
en la muestra
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5. RESULTADOS.

5.1 PREPARACION DE MUESTRAS.

La siguiente tabla corresponde a los resultados obtenidos en la determinacién

de humedad gruesa y grasa de las muestras crudas estudiadas.

NOMBRE CIENTIFICO % HUMEDAD % GRASA CRUDA
Brosimum alicastrum 5217 0.72
Cucurbita pepo 4.90 4538
Enterclobium cyclocarpum 17.50 1.24
Jarropha curcas 16 69 53.10
Phaseclus sp. 11.32 o086

Paora el caso de las muestras procesadas. bajo diferentes tratamientos

térmicos, tenemos los siguientes resultados:

NOMBRE CIENTIFICO % GRASA CRUDA
Brosimum alicastrum 0.69
Cucurbira pepo 48 94
Enrerolobium cyclocarpum 1.31
Jartropha curcas 52.27
Phaseolus sp. 2.43
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Cabe mencionar que a estas Gitimas no se les determing la humedad, ya que
cuando se nos proporcionaron, se encontraban secas.

En la siguientes tablas se indican los resultados de la determinacidén de
humedad analitica efectuadas a las muestras en forma de harina seca, desengrasada y
finamente molida, ya que con el material en esta forma fue como se realizaron las

determinaciones de factores téxicos y antinutricionales.

MUESTRAS CRUDAS

NOMBRE CIENTIFICO % HUMEDAD
Brosimum alicastrum 1.55
Cucurbita pepo 6.30
T Enrerolobiom cyclocarpum 4.17
Jarropha curcas 564
Phaseolus sp 564

MUESTRAS PROCESADAS

NOMBRE CIENTIFICO 7% HUMEDAD
Brosimum alicastrum 777
Cucurbita pepo 2.53
Enrerolobium cyclocarpum 222
Jarropha curcas 3.22
Phaseolus sp 412
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5.2 INHIBIDORES DE TRIPSINA.

Se presenta en lo siguiente tabla los resultados obtenidos para esta
determinacién, expresados en Unidades de Tripsina Inhibida por mg de harina seca.
desengrasada y finamente molida

MUESTRAS CRUDAS UTI/mg harina
Brosimwm alicastrum 48 00
Cucurbita pepo No se detectd
Enrerolobium cyclocarpum No se detectd
Jarropha cwrcas 154 41
Phaseolus sp 54 07

En las muestras en las cuales estuvieron presentes 1os inhibidores de tripsina,
se procedié a efectuar la determinacién en las muestras procesadas, ya que debido o
su naturaleza proteica, estos componentes son termoldbiles.

Los resultados obtenidos son fos que a continuacidn se indican:

MUESTRAS PROCESADAS UTI/mg harina
Brosimum alicastrum 8.36
Jarropha curcas 107.42
Phaseolus sp 2.42
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Pora expresar los resultados en base al material fresco, es necesario
reportarios en Unidodes de Tripsina Inhibidas por mg. de muestro original, para lo
cual es necesario considerar el porcentaje de grasa y de humedad de la semilla
integra y de igual manenra el porcentaje de humedad de la harina seca, desengrasada y
finamente molida (HSDFM).

A continuacién se indican los cdiculos correspondientes.

Necesitamos calkculor los séhidos totales no grasos (STNG).

STNG= 100 - (% &rasa +« % Humedad)
Para el caso de las muestras en forma de harina seca, desengrasada y

f e tida. sok 1te consideramos ¢l % de humedad, yo que la muestra se
encuentra desengrasada.

Una vez que se han calculado los STNG de las harinas (Muestras crudas y
procesadas) y tomando en cuenta los resultodos expresados en UTI/mg harina y los
STNG, realizamos lo siguiente:

A__um x‘lOOrngnsonA = C_-un
g HSDF M BmaSTNG ™8 SING

Ahora, refiriéndonos a la muestra original (semilla integra), calculamos
nuevamente los STNG.

STNG= 100 - (% Grasa + % Humedad) = —_— D.mpSING
100 mg Muesstra Ongmal

Finalmente:

c un X D ma STNG = E un
mg STNG 100 mg Musestra Ongenal Mo Muestra Orgnat

ESTA TE3IS N3 DEBE
SAUR BE LA Bi3cfDTECA

et A o P
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MUESTRAS CRUDAS UTI/ mg M.O.
Brosimum alicastrum 40.27
Jarropha curcas 49 44
Phaseolus sp 47.01

Para el caso de las muestras procesadas, los resultados son los siguientes:

MUESTRAS PROCESADAS UTI/ mg M.O.
Brosimum alicastrum 7.49
Jatropha curcas 3353
Phaseolus sp 2.06

5.3 LECTINAS O HEMAGLUTININAS.
En el siguiente cuadro, se indican los titulos de oglutinacién obtenidos para las
muestras crudas.

MUESTRAS TETULOS DE TITULO
CRUDAS AGLUTINACION PROMEDIO-
Brosimum alicas?rum 15 15 14 15
Cucurbita pepo 12 12 13 12
Entrerclobivm 12 12 12 12
cyclocarpuer

Jarropha cwrcas 12 13 12 12
Phaseolus sp. 36 37 36 36

=Promedio redondeado gl mimero entero inmediato
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En base a los resultados anteriores y tomando en cuenta la naturaleza proteica

de las lectinas, se procedié a realizar la determinacién en las muestras procesadas,

i éncds los siguientes resultodos:
MUESTRAS TITULOS DE TITULO
PROCESADAS AGLUTINACION PROMEDIO-
Brasimum alicastrum 10 10 10 10

Cucurbita pepo 8 8 7 8
Enterviobiam 11 11 11 11
cychocarpum

Jarropha curcas 11 11 11 11
Phaseokus sp. 13 12 13 13

*Promede redoncdeads ol mrmero entero twnedwato

Para tener una referencia se realizd la prueba con dos muestras vegetales, las
cunles fueron chicharo y garbanzo, eligiéndose estas debido a que en estudios
anteriores se reporta que tienen un contenido bajo de lectinas y ademas la toxicidad
de éstas es poco significativa. De igual manera se empled una lectina purificada:
util do una lucién de ntracidén ida, para poder efectuar una

comparacién entre los titulos de estas muestras de referencia y las de interés en

este estudio.
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MUESTRA TITULOS DE TITULO
AGLUTINACION PROMEDIO
Chicharo 9 9 9 b4
Garbanzo B 2 4 °7 7
Lectina purificada de 46 a7z 46 46
frijol-

~Compafia SIGMA articulo # L-8754 [ O mg/m! |

5.4 SAPONINAS.
Al efectuar esta determuinacién se obtuvieron

hemdlisis para el caso de las muestras crudas.

los siguientes titulos de

MUESTRAS CRUDAS TITULOS DE TITULO
HEMOLISIS PROMEDIO-
Brosimum alicastrum 1 1 1 1
Cucurbira pepo 2 2 2 2
Enterviobiwn cyclocarpum o [¢] o] o
Jarropha curcas 1 1 1 1
Phaseolus sp. 1 1 1 1

*Promedio redondeado al mimero entero iomediato

Para el caso del estdndar de saponinas empleado ¢l resultado fue:

ESTANDAR DE SAPONINAS |

|

TITULO

Mezcla 1:1 de saponina de quillaga 4

y digitonina al 0.5% en solucidn

salina

4 4




RESULTADOS

Se reahizé la determinacidn para ks muestras procesadas, obteméndose lo
siguiente:

MUESTRAS TITULOS DE ] TiTuLO
PROCESADAS HEMOLISIS PROMEDIO
Bros:mom alicas trum 1 1 1 1
Cucurdita pepo—— - 2 2 2 2
Tarropha corcas 1 1 1 1
Phaseolus sp 1 1 1 1

Para cuantificar estos compuestos se tiene que las unidades asignadas en esta
metodologia se definieron como Unidades de hemdlisis por miligramo de muestra en
forma de harina seca. desengrasada y finamente molida (HSDFM)

La concentracion del extracto vegetal para todos los casos es de 0 05 mg/ul.

En una dilucién seriada se tiene lo siguiente:

Concentracion del extracto

2t

Donde:
1 = titulo de hemdlisis

Para un titulo de hemdlisis con valor de 1, se tienen 1.25 mg de muestra

51 la solucion estdandar de saponinas tiene un titulo promedio de 4, y en ésta se
tiene una concentracion de 0.25 mg de saponina en 50 ul. entonces en este pozo se
tiene que 0.25 mg/2* = 15.6 ug de saponina

Recordemos que por definicidn lug de saponina equivale a 10 Unidades de
Hemédlisis, por lo tanto,tenemos lo siguiente:
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15.6 mg saporuna - 12.48 mg saponina x 10U v . 124 8un

1.25mg Moastra mg Mucutra Tma sapomna ng Mucsiia

.
De esta manera se procede con los diferentes valores de titulos de hemdlisis

obtenidos. Para expresor los resultados en base al materal original, a la semitia

fresca, se tienen que tomar en cuenta los valores de humedad y grasa, y los cdlculos

se realizan de ia misma manera que como se indicé para inhibhdores de tripsina y

glucasinclatos, sélo que en este caso las unidades son Unidades de Hemdhisis (U.H.)

A continuacidn se presentan los resultados referidos al material fresco,

expresados en Unidades de Hemdhsis por mg de muestra originat

MUESTRAS CRUDAS

UH./ mg MO.

Brosimum alicastrum 104.69
Cucurbita pepo 132 44
Jarropha curcas 39.96
Phaseolus sp 108 51

Para las muestras procesadas los resultados son:

MUESTRAS PROCESADAS

UH/ mg M.O.

Brosimum alicastrum 111.75

Cucurbrra pepo 127.32
Jarropha curcas 38.96

Phaseolus sp 106.78
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En estudios onteriores realizados con la misma metodologia, se estudiaron

diversas muestras que se conoce contienen saponinas (45) En la siguiente tabla se

presentan algunos de estos datos, los cuales nos seran de utilidad como pardmetro de

comparacién.

MUESTRA VEGETAL

U.H./mg MUESTRA

Jinicun} 6849
Maguecy T 34133
Haba 427
Soya 21.3
Alfalfa 21.3
Chicharo 10.6
Avena ) 53
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5.5 6LUCOSINOLATOS.

Los resultados de la curva estdndar de glucosa se presentan a continuac:én:

CURVA PATRON DE GLUCOSA

(6lucosal ng’ 0.5 mi T ABSORBARNCTA
TUBO No.
T -7 R Toaz
2 - 50 0228
3 75 T 0360
P T 100 “os80
5 125 0602
& 150 0685
7 175 0826
8 200 0852
6} 225 1048
10 250 1170

Al efectuar la determinacion de glucosa hibre y glucosa toral. tenemos los

siguientes resultados expresados en porcentaje total de glucosinolatos. (La forma de

realizar este cdlculo se indica en la parte experimental)

MUESTRAS CRUDAS

7% TOTAL DE

1 GLUCOSINOLATOS
Srosimum alicastrum Q.22
Cucurbita pepo ; 0.20
Enterolobium cyclocarpum 7 0.23
Jarrophka curcas j a25
i 7.88 x 10

Phaseolus sp
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Al indicar los resultados en base al material fresco, éstos los expresamos en
mg de glucosinolatos por mg de muestra original.

Los cdlculos para obtener estas unidades se indican a continuacion:

De acuerdo a la metodologia utihizada y tal como se indica en la parte
experimental, los resultados obtenidos se expresan en porcenta)e total de
glucosinolatos, por lo tanto se tienen A g63s1/100 g HSDF M

De igual manera que como se indico en los cdlculos correspondientes a
Inhibidores de tripsina, se requieren los sélIdos totales no grasos (STNG) tanto de

las harinas como de las muestras originales
Asi, tomando en cuenta los STNG de las hartnas, tenemos lo siguiente:

_100 mg uSLEM 9 Gt
B mg STNG mg STNG

ApGat _ _ x 194D - x

100 mg HSDFM 1000 mg HS O

Ahora, considerando los STNG de la muestra original se tiene gque:

1000 mg Gat
15 Gst

c 9 Gt Drg sTNG
mg STNG x 100 mq Muesira Onginal x

MUESTRAS CRUDAS mg Gst/mg M.O.
Brosimum alicas?rum 184 x10°
Cucurbira pepo - 106 x 10 °
Enrerolobrum cyclocarpum 195 x 107
Jarropha curcas 8 00 x 10
Phaseolus sp 6.85 x 10°*




RESULTADOS
Para comparar los resultados obtenidos con una referencia, los expresaremos
en mg de Glucosinolatos totales por g de harina desengrasada

Parag realizar esta conversidn, se considera que:

A gGat

1000 mg Gt
100 g HSDF™M

19Gst

= N

MUESTRAS CRUDAS mg Gs1/g harina desengrasada
Brosimum alicastrum 22
Cucurbita pepo 20
Enterolobium cyclocarpum 23
Ja 'rop;a curcas 25
Phaseolus sp 0.79
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RESULTADOS

Absorbancia

1.2

0.8
06
0,4

0.2

Curva Patron de Glucosa

y = 0,0046x + 0,0056
R? = 0.9953

50 100 150 200
Concentracion de glucosa (1g/0.5 mi)

250
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RESULTADOS

5.6 6LUCOSIDOS CIANOGENICOS.
A continuacidn se presentan los datos de la curva esténdar de dcido

cianhidrico.

Curva estdndar de HCN

ml. de solucidn {HCON g Absorbancia
estdndar
000 00 Blanco
0.05- 50 0.031
0.10 100 0.046
020 200 0.099
040 400 0.226
0.60 600 0.323

« limite de deteccidn

Para el caso de la determinacidén cualitativa se obtuvo lo siguiente:

DETERMINACION CUALITATIVA

MUESTRAS CRUDAS COLORACION DEL PRUEBA
PAPEL

Brosimum alicastrum Amarillo Negativa

Cucurbita pepo Amarillo Negativa

Enrerolobium cyclocarpum Amarillo Negativa

Jarropha curcas Amarilio Negativa

Phaseoclus sp Amarillo Negativa




RESULTADOS

Absorbancia

0.4
0.3
0.2
0.1

Curva Estandar de HCN

y = 0,0054x
R’? = 0 Q98
20 40

Concentracion de HCN (ug/ml)

60



RESULTADOS

5.7 ALCALOIDES.

En el siguiente cuadro se muestron los resuitados obtenidos porc coda
muestra, al ensayar las dos fracciones (A y B), con los siete reactivos indicados.

MUESTRAS CRUDAS

NOMBRE Brosimurm Cucurbita | Enrerclobiuom Jarropha Phaseolus sp
CIENTIFICO alicastrum pepo cyclocarpum curcas
FRACCION A B A B A B A 8 A 8
REACTIVO
Orogendorff t 2 T * - t “
Mayer - - - - - - -
Wagner * t t + - - - * kS
Sonnenchein . + + I3 - 3 2
Scheibler + . - - - - - - - -
Acido silico- - - - - - -
tungsténico
Hager - - - - - - - - -
] !




RESULTADOS

En donde:
+ Indica reaccién froncamente positiva, es decir, con la formacién notable del
precipitado.

*

ligeramente positiva.

Formacién de una turbidez incipiente y cusencia del precipitado, indica reaccidn

- Indica reaccidn negativa, con la ausencia total de turbidez.
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6, DISCUSION DE RESULTADOS.

6.1 PREPARACION DE MUESTRAS,

Se puede apreciar en los resultados correspondientes a este apartado, que en
efecto, algunas de las muestras estudiadas, en particular, Cucurbita pepo 'y Jartropha
curcas contienen un porcentaje importante de grasa cruda, lo cual se traduce en un
material con una densidad calérica importante

Es necesario mencionar que las muestras vegetales restontes no revisten de
importancia en cuanto a su contenido de grasa, pero si en lo referente a su contenido
de proteina cruda. Lo anterior se indica en base a informacién proporcionada por el

grupo de investigadores del Instituto Politécnico Nacional

6.2 INHIBIDORES DE TRIPSINA

Como se pucde observar en los resultados obtenidos, al efectuar primeramente
la determinacién en las muestras crudas, solamente en tres de las cinco muestras
estudiadas se encontraron inhibidores de tripsina, siendo la semidla de Jarropha
curcas la que presentd una actividad inhibitoria sigmificativa

En el caso de las semillas de Cucurbita pepoy Enterclobrum cyclocarpum. no se
encontraron inhibidores de tripsing. sin embargo, como ya s¢ menciond anteriormente:
en trabajos previos, se reporta ia presencia de dichos inhibidores en estas especies
vegetales. (16.26) Esto puede deberse a que cxisten crertos factores gue influyen en
fa cantidad de sustancias t1éxicas contenidas en una planta, encontrdndose factores de
tipo geogrdfico, ciimdtico y geoidgico que pueden modificar el conterido de los
compuestos téxicos

Aunado a lo anterior. los 1éxicos no estdn distribuidos de manera uniforme en
todos los érganos de las plantas. asimismo, la fase de crecimiento es importante, ya
que algunas plantas son venenosas en todos los estadios de su desarrollo y otras lo son

tan sélo cuando florecen De igual manera, algunas de las sustancias Téxicas no son
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estables y se pueden desdoblar en compuestos inocuos cuanda se secan o almacenan.

51)
También es importante mencionar que para el caso de la semilia de
Enrerviobusmm cyclocarpum, en un estudio realizade por Sotelo y colaboradores (16), se
reporta la presencia de inhibidores de tripsina en esta especie. sin embargo este
estudio se realizé con una metodologia, la cual ha sido modificada significativamente,
por lo que actualmente se utiliza otra que varia notablemente, la cual se emples en
los factores anteriormente

este estudio. Posiblemente esto influys, aunado a

mencionados. (52.53)
En base a los resultados anteriores se procedié a realizar la determinacion con

las muestras procesadas, y se puede apreciar la disminucion notable de la activided
inhibitoria, al comparar los resultados obtenidos con los de las muestras crudas. Esto
se debe a que el procesamiento de las muestras imphca un tratcmiento térmico y
tomando en cuenta la naturaleza protfeica de los inhibidores de tripsina, éstos son
termoldbiles, lo cual se ve reflejado en los resultados obtenidos

Se considera que a partir de 10 Unidades de tripsina inhibidas por miligramo
de muestra, se presenta un efecto téxico importante. en base a esto. la tnica muestra

cuyo contenido de inhibidores de tripsina es relevante, corresponde a Jorropha

curcas.

6.3 LECTINAS O HEMAGLUTININAS,
Para efectuar esta determinacién, se empled sangre de hamster. ya que en

base a otros trabajos anteriores, se ha comprobado que posee una mayor sensibihdad.
aunque menos especificidad hacia las lectinas que otros eritrocitos, tales como los de
conejo, o bovinos. En base a esto, podemos explicar las diferencias en los titulos de
oglutinacién obtenidos ¢n este estudio y en un trabgjo realizado por Sotelo y cols.,
para la muestra de fnrerolobium cyclocarpum. Se reporta que estc semilla carece de

fitohemaglutininas. cabe mencionar que este estudio titimo se efectud con eritrocitos

ws
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de conejo, de vaca y humanos. y en la presente investigacion se trabajé con

eritrocitos de hamster £n base a lo anterior se exphca la diferencia en la actividad
hemoglutinante encontrada (16,44 54)
Al realizar la determinacidn, mnicialmente con las muestras crudas, todas las

semillas en estudio presentaron titulos de agiutinacion, siendo el mds alto el

correspondiente a Fhaseolus sp

Debido a que las lectinas son sensibles al calor por su naturaleza proteica, se
realizé la determinacién en las muestras tratadas térmicamente. observdndose una
disminucidn notable en el caso de Phaseolus sp. en donde el tituio imcial disminuyd
aproximcdamente unag tercera parte con el tratamiento térmico

En el caso de las muestras restantes. la disminucién en los titulos de
aglutinacidén no fue tan sigmnificativa como en el caso anterior,

Para tener ung refcrencia. se realizé la prueba con dos muestras vegetales, las
cuales fueron chicharo y garbanzo, ya que se conoce que tienen un contenido bajo de
lectinas y odemds la toxicidad de €stas no es relevante Asimusme se¢ empled una
lectina purificada, utilizando una solucidn de concentractdn conocida, para asi poder
efectuar una comparac:on entre los titulos de estas muestras de referencia y las de
interés en ei presente estudio La determinacién efectuada es semicuantitativa y al

comparar los titulos de las referencias con los de las muestras, éstos no se

consideran significativos, ya que en estos inmunoensayos las cantidades detectadas o
el limite de deteccidn son cantidades del orden de pico o nanogrames, por lo tanto la
cantidad de lectinas presentes no es relevante

Es necesario hacer notar que para el caso de Jarropha curcaes . el titula del
materic! crudo y procesado no mostrs cambio sigaificative. lo cual es de llamar la
atencidn, ya que como se indico anteriormente, cx:sten numerosas referencias que
indican que la semtla de esta planta es sumamente dxica vy cdemds contiene una

toxtalbimina denominada “curcina™ sin embargo. es :mportante mencionar que €stos

°6
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estudios se han desarrolicdo en paises de Asia y Africa, principalmente, y la semitia
en cuestidén €3 originaria de estos lugares

Sdlo se encontrd una referencia cn donde se estudia la semilla de Jarropha
curcas provemnente de Papantla, Veracruz y en este trabajo no se reporta toxicidad
de dicha semuilla

Pero. es necesario recordar, como ya se menciond anteriormente, que existen
factores diversos que repercuten en la cantidad de sustancias tdéxicas contenidas en
una planta { tipo de suelo, clima, altitud, estacién del afio, entre otros ), por lo cual se
sugiere efectuar un cstudio posterior con esta semilla en especial. para demostrar su

toxicidad o 1nocutdad

6.4 SAPONINAS

Esta determinacion se efectud tanto con las muestras crudas como con las
procesadas. No se presentaron diferencias en los titulos de hemdlisis obtenidos,
puesto que las saponinas son compuestos termoestables, lo cual explica gque no
disminuyeran los titulos ai ensayar las muestras procesadas térmicamente

Al cuantificar y expresar los resultados en Un.dades hemoliticas/ mg de
muestra original, se pueden comparar los resultados obtemdos en este estudro. con
los obtenidos en un trabajo anterior, en el cual se estudiaron diferentes muestras
vegetales que se conoce contienen saponinas. Considerando que de ¢stas muestras las
de mayor consumo humano son el haba. la soya, el chicharo y la avena, al compararilas

con los resultados del presente trabajo. sz puede observar que los unicos resultados

significativos, corresponden a frosimum alicas?rum, Cucurbita pepo y Phasesivs sp
Aunque como ya Se menciond anteriormente, la toxraidad de las seponinas se

encuentra a discusion, va que en algunos paises su uso estd permitido incluso come

aditivo alimenticio. mientras que algunos cutores ponen a discus:ion la inocuidad de

estos compuestos
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6.5 GLUCOSINOLATOS.

Tomando en cuenta la tabla final de resultodos en donde sec reporto el
contenido de estos compuestos en miligramos de glucosinolatos por gramo de harna
desengrasada y considerando que olgunos expertos reportan como limite mdximo
permutido para €l consumo de estos téxicos 5 mg de glucosinolatos/ g de harwna
desengrasoda (42). al comparar los resultados obtenidos, con el dato anterior, se
observa que todas las muestras en estudic se encuentran por debajo de este limite,
por lo cual las podemos considerar seguras en lo que respecta a este téxico en
particular.

En la literartura se reporta que ciertos factores afectan el contemido de
glucosinolatos, tales como factores genéticos, el estado ontogenético de la planta y la
parte de la planta examinada, asimismo, la aphcacién de sulfato puede incrementar el
contenido de glucosinolatos, nmuentras que el rutrato puede reducir los niveles de
éstos. También afectan factores de estrés: la sequia y ka densidad de la planta
influyen de igual manera. Los ruveles de glucosinolatos generalmente empiezan a
incrementarse en respuesta al estrés.

Algun proceso que daiie la integridad celular de la planta puede afectar el

contenido de glucosinolatos por inicio de la degradacién enzimdtica.

6.6 GLUCOSIDOS CIANOGENICOS.

Al efectuar la determinacion cualitativa para el caso de las muestras crudas,
se puede observar en la tabla correspondiente que esta prueba se considerd negativa,
debido a que en el papel fiitro la coloracién que se presents fue igual al blanco.

En base a lo anterior, se reporta que el conterndo de glucdsidos cianogénicos,
en caso de estar presentes, es menor a 5 jig de HCN/ 05 g de muestra, siendo este
ultimo el limite de deteccidn de la metodologia empleada.

Dicha cantidad equivale c menos de 1 mg de HCNY/ 100 g de muestra
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Es necesario mencionar que como limite se considera de 10-20 mg de HCN/ 100

g de muestra

6.7 ALCALOIDES

De acuerdo a la metodologia ensayada, para que se considere que una muestra
contiene alcalovdes, debe obtenerse una prueba positiva con todos los reactives
ensayados, para descartar las reacciones falsas posttivas que pueden presentarse
Cabe mencionar que sdlo se acepta como prueba negativa la reaccién de Hager, debido
a su baja sensibilidad

Las soluciones empleadas en esta metodologia forman parte de los llamados
reactivos dc alcaloides. y en los casos en los cuales se presents prueba positiva, ( tal
como puede apreciarse en el cuadro correspondiente )} se debe o que los precipitados
formados pucder. deberse o la presencia de proteinas, las cuales pueden precipitar
con la adicién de metales pesados contenidos en algunos de los reactivos empleados
Dentro de este m-smo grupo de proteinas, se wncluyen las “sustancras albuminosas® y
las peptonas, también como causantes de reacciones falsas posi'tivas. entre otras
sustancias o compuestos reportados estdn crertos glucésidos. algunos carbohidratos,
purinas, betainas. aminas mehladas, taninos, sales de amonio. cumarinas y algunos

polifenoles (47 .55)
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7. CONCLUSIONES

Se realhizé la caracterizacion quimico-toxicoldgica de una manera cualitativa y

cuantitativa de las semillas estudiadas.

Las muestras que presentaron inhibidores de tripsina fueron Srosimum alicastrum,

Phaseolus sp y Jarropha curcas, siendo el contenido de esta uditima e! dnico

significativo, incluso después de tratada térmicamente.

En el caso de las soponinas, la dnica muestra que ne conticne €s10s5 compuestos es

Enterclobrum cyclocarpurm.

Las cinco semillas estudiadas contienen glucosinolato: sin embargo. se encuentran

en cantidades inferiores al nivel reportado como segure por una ingesta profongada

y repetitiva.

Para el caso de la determinacidn de glucdsidos ¢ génicos y alcaloides, no se

detectd su presencia en ninguna de las muestras estudiadas.

En la determinacidon de lectinas, todas las muestras estudiadas presentaron titulos

de aglutinacidn, considerando seguros los titulos de las muestras tratadas
témicamente al compararios con las muestras de referencia, ya que la cantidad de
lectinas se consideru no relevante o poco significativa; no obstante, la 1nocurdad de

la semilla de Jarropha curcas esta a discusidn,
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Se comprobd que para el caso de inhibidores de tripsina y lectinas, por ser de

naturaleza proteica y por tanto termoldbiles, se disminuye la cantidad de éstos
significativamente en las muestras tratadas térmicamente, con excepcién de
Jarropha curcas, ya que tiene un contenido apreciable de inhibidores de tripsina,

pero e! simple tostado no disminuye de manera considerable estos compuestos

indeseables.
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RECOMENDACIONES.

La caracterizacién quimico-toxicoldgica efectuada en este estudio es la fase
inicial del estudio toxicoldgico. Se recomienda completar éste con los bicensayos en
animales de laboratorio para demostrar la inocuidad de las especies vegetales en

cuestidn,

La caracterizaciéon quimico-toxicoldgica realizada en este trabojo serd
indispensable para tener la justificacidn de la experimentacién animal, ya que por
€tica se debe contar con antecedentes bien fundamentados para poder disefar un
protocolo de bicensayos “in vivo® donde serd necesario el sacrificio de cnimales de

experimentacion.

toz
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