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RESUMEN

Los alimentos de origen vegetal son una fuente importante de proteina, pero su valor
nutricional depende no sélo de la composicion quimica sino también de la medida en
que los nutrimentos son digeridos, absorbides y utilizados. Los taninos, al unirse a las
proteinas disminuyen su digestibilidad, es decir, interfleren en l1a biodisponibilidad de
los nutrimenfos para que sean absorbidos y digeridos. Es por eso gue se realizd la
extraccion de los taninos, en semillas de leguminosas: frijol negro y frijol blanco
(Phaseclus vulgaris), y en un cereal: ef sorgo (sorghum), baséndonos en e! método
ISO 9648:1988. EIl mejor disolvente a emplear para la extraccion fue: Dimetilformamida

al 75%. La cuantificacion de Taninos se lleva a cabo por medio del método registrado
en fa ISO 9648 — 1988, con algunas modificaciones. La determinacién se recomienda
que se realice con harina recién obtenida.

Para el estudio biolégico se realizd un experimento agudo administrando via
Intragastrica a ratas 4cido tanico en una dosis Unica con 100mg de &cido tanico, junto
con una rata control, @ la que se le administra via intragastrica solucidn salina al 0.9%.
Los cortes de intestino delgado (duodeno), de rata, son procesados para su
observacion mediante el uso del microscopio electrénico de transmisidn (XEOL
1200GX 11), en donde el efecto mds evidente se observa a nivel de microvellosidad y
mitocondrias. Un segundo ensayo bioldgico se realizé, con el extracto de taninos
extraidos del frijol negro cocido de 5 y 10g respectivamente, que en una dosis Unica
equivalen al consumo de una racion diaria por una persona adulta. El frijol negro es
cocido en agua per 2h, para posteriormente ser secado por liofilizacion, el contenido
de tanmos fue 34% menor que el de la semiila cruda. La concentracién administrada
via intragastrica a ratas Wisfar, fue de 0.8872mg de écido tanico y 1.6820mg de acido
tanico respectivamente, ambos tratamientos se comparan con ratas control, a las
cuales se les administrd via intragatrica solucion salina al 0.9%. El efecto que se
observa en la célula intestinal del duodeno, no representa ningdn cambio morfologico
evidente, comparado con la muestra control, que demuestre que la célula se encuentre

en estado patologico.



INTRODUCCION

Las leguminosas son caracterizadas per su alto contenido de proteina, en particular el
frjol que contiene alrededor de: 26% de proleina en peso seco, 1-2% de extracto
etéreo (acido oleico, acido linoleico, y acido finolénico), 7% de fibra cruda en peso
seco y 62% de carbohidratos. En cuanto a minerales, contiene: Fdsforo, Calcio, Hierro.
Vitaminas como: Tiamina, Riboflavina y Vitamina K. En el caso del contenido de
aminoacidos, es deficiente en azufrados, como la metionina, pero son ricos en lisina.
{Bressam 1980)

La utilizacién bicldgica de las semillas de leguminosas, se encuentra limitada debido a
la presencia de factores antinutricionales como los taninos que son compuestos
pertenecientes a la familia de los polifencles, los cuales poseen la caracteristica de
interaccionar con las proteinas y enzimas digestivas, disminuyendo asi, el valor
nuirdivo del alimento ingerido, esto es porque tmpiden que se lleven a cabo las etapas
de la digestion, por afectar la biedisponibilidad de los nuirimentos para que sean
absorbidos y utilizados adecuadamente, (Carmona.ef al 1991). Aunado a esto, los
taninos forman complejos con fos iones de metales divalentes como es el fierro, fo que
trae como consecuencia una baja disponibilidad biologica de estos metales {Bos
1988)

Los taninos tienen la habilidad de formar complejos coh minerales esenciales,
proteinas y carbohidratos, disminuyendo asi el valor nutricional del alimento ingerido
(Naczk 1997).

Algunos autores consideran que los taninos, no se destruyen por calor, es decir son
termoestables (Liener 1980), sin embargo, existen muchos ofros que afirman lo
contrario (Kumar 1984, Bressanni 1980) esta diferencia puede deberse a las
condiciones de experimentacion a las que son sometidos tas leguminosas para su

cocimiento.



En cuanto al sorgo, es uno de los principales cereales producides en el mundo, tiene
mucha demanda para consumo animal, por ejemplo, para ei ganado bovino. Contiene
alrededor de un 0% proteina en base seca. Es deficiente en lisina, como todos ios
cereales.

£l sorgo y el frijol, poseen pigmentos fendlicos, gque son los taninos, que les

proparcionan el color caracteristico, dependiendo de la variedad.

£n la actualidad, debido a la gran variedad de polifenoles que existen en los alimentos,
su exiraccién y cuantificacion es variable. De manera, gue el método a utilizar debe
cumplir los requerimentos para alcanzar una extraccién de taninos de las semillas de
un 95% a uni00%. Algunos autores han utiizado metanol al 80% en HC! at 1%, adn
cuando [a exiraccion es buena, los tiempos de extraccion son largos, ¥ los taninos son
inestables en medios acidos, aunado a esto, el método de cuantificacion no siempre
es el mismo, mientras que con Dimetilformamida a) 75% el tiempo de extraccién se
reduce y los taninos son considerados estables en este disoivente y el método de
determinacién de taninos siempre es el mismo que se utiliza en conjunto con este

disolvente.

La cuantificacién de polifencles en granos, es problematico, debido en parte, a la
dwersidad de métodos empleados y a la presencia de muchos factores que

intervienen.

Desde el punto de vista hiolégico, los tanines provocan una reduccion de la ingesta del
alimento, (Kumar 1984) y ademas una reduccion de fa digestibilidad de 1a proteina en
una dieta con alto contenido de taninos, que puede ser explicado por medio de la
inhibicion de las enzimas digestivas,debido en parte, a su parecido quimico con el

sustrato { Bressanmi 1878).



Se han repertado que los niveles de taninos requeridos para rechazar el alimento en
animales es de 20mgfg de materia seca {en plantas) (Kumar 1984). Ademas se han
obsefvado cambios degenerativos en el intesfino, higado, bazo y rifion. (Kumar 1984,
Gupta el.al. 1977), y constipacion fatal {Lohan et al. 1979; Kumar. 1984) ambos casos,
en estudios realizados con animales.

Se ha demostrado que no existen cambios ultraestructurales en mucosa intestinal, con
una dieta de 500g de haba cocida /Kg de diefa a polios (Rubio 1988). Existe poca
informacion relacionada con los efectos de los taninos sobre la mucosa intestinal en
modelos biolégicos de animales ya que hastz e! momento, no se han realizado
estudios que demuestren algin cambio ultraestructural en mucosa intestinal de rata,
ocasicnado por [os taninos propios del Frijol Negro Cocido (Phasealus vulgaris),

equivalente a una racion de frijol diaria consumidos por una persona adulta. Por tal
motivo uno de los principales objetivos de este trabajo fue estudiar este efecto en ratas
aprovechando que actuaimente la microscopia electronica es un método morfologico
que juega un papel importante en el conocimiento de la ultraestructura celular vy que
ha permitido describir detalladamente los distinios organelos vy estructuras que
constituyen a las células, (Gonzélez 1996),  conocimientos que han sido
fundamentales en el planteamiento de experimentas que investigan las modificaciones
que sufren las estructuras celulares bajo condiciones experimentales ¢ patoldgicas, asi

como la funcién celular.



OBJETIVOS

A) Objetivos Generales.

Comprabar si el método IS0 9648-1988, de determinacion de taninos en sorgo, es

aplicable para l[eguminosas.

Averiguar si por medio de observaciones de microscopia electrénica del epitelio
intestinal de rata, es posible encontrar cambios morfoldgicos provocados por los

taninos del frijol negro cocido.

B} Objetivos Especificos

Obtener la extraccion de taninos de las semillas de leguminosas lo mas cercanc a
un 100%, con Dimetilformamida al 75%.

Hacer comparativa la dosis de taninos administrada a las ratas, al consumo y

preparacién casero del frijol negro, por una persona adulta.

Evaluar e interpretar la ultraestructura de la mucosa intestinal de duodeno de rata,
después de los tratamientos efectuados, por via oral con acido tanico vy taninos
extraidos del frijol negro cocido, en comparacién con las ratas control



. ANTECEDENTES

1.1 LEGUMINOSAS Y SU DIGESTIBILIDAD

Uno de los mayores problemas presentes en leguminosas, es la presencia de algunos
factores antinutricionales, tales como son los taninos, que al unirse a las proteinas
dismmuyen su digestibilidad, es decir, interfieren en la bicdisponiblidad de los
nutrimentos para que sean absorbidos y digeridos. La digestibilidad de la proteina esta

relacionada con varios factores que incluyen:

1. La presencia de factores antinutricionales ¢como inhibidores de fripsina y
amilasa y compuestos hemaglutinantes, los cuales se destruyen por calor.

2. La presencia de taninos, de los cuales su funcién y unién a proteinas no es
muy bien conocida, Unos autores sugieren que son termoestables, y ofros

aseguran que no lo son en su totalidad.

Bressannt ef al, {1980), sugiere que el porcentaje de digestibilidad varia en una semilla
cruda y en una cocida. Se realizé este analisis en frijol negro y frijo! blanco, para
comparar el efecto que pudiera tener el color de la testa, y obtuvo los siguientes

resultados

% de digestibilidad in vitro de proteina de dos variedades de frijol.

CRUDO COCIDO
FRIJOL NEGRO 41.1% — 55% 88.1% - B0%
FRIJOL BLANCO 42.7% - 52% 74.9% - 31%

La diferencia entre las muestras crudas y cocidas es debido a fa presencia de
inhibidores de tripsina y compuestos hemaglutinantes. Lo anterior también demuestra
que el frijol blanco, es mas digerible que el frijol negro, lo que sugiere que los
pigmentos de la testa son los responsables de las diferencias de la digestibllidad. Si la
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testa contiene los fenoles 0 taninos, estos bien pueden reaccionar con a proteina y
disminuir su digestibilidad. También es importante considerar el tiempo de
almacenamiento del grano, (Benninger et.al. 1398} sugiere que algunos favonoides
responsables del oscurecimiento de la testa del grano conforme aumenta el tiempo de
almacenamiento, son los responsables, de que e! tiempo de coccidn aumente v la

digestibifidad disminuya.

1.1.1 Taninos en Frijol Blanco y frijol Negro

Ei contenido de taninos en el Frijol varia segin el color de la testa, la variedad, tipos
de polifencles que se encuentran en el grano, pero también varia dependiendo del
método utilizado para su cuantificacién, y del métade de extraccion. Uno de los
mayores problemas, es la falia de un método cuantitativo estdndar adecuado, existe
mucha informacion bibliografica acerca de las metodologias para determinar taninos,
muchas de las cuales presentan interferencias en su determinacién, aunado a la falta
de un estandar de referencia adecuado para la gran diversidad de poliienoles en los
alimentos.

Algunos autores han reportado que el contenido de faninos en frijol es el siguiente.
para el frjol blanco va de un 0.34% a un 0.42% y para el frijol negro: 0.57% aun
1.15%; con el métode Folin- Denis de un 0.5% - 1.55%; con el método 1SO de un
001% - 0.78% y de un 0.06% - 1.31% con el método de Vainiltina, {Bos 1988). Como
se puede observar, existe mucha diferencia en la concentraciéon dependiendo del

método utilizade

Las concentraciones de taninos son mas altas en fryol negro en comparacion con el
frjol blanco. Chang (1994) sugiere que entre més oscura sea la testa del grano,
mayor es la concentracién de taninos, por lo que su confenido en las semillas vy

plantas esta relacionado en forma directamente proporcional con el color de la testa
{Hill et.al 1998).



1.2 TANINOS

El término tanino, se refiere originalmente a las sustancias que tienen la habilidad de
curtir pieles, esto es debide a la propiedad general de los fencles, de unirse y
precipitar ciertas proteinas, en donde convierte a las fibras de colageno, presentes en
la piel, en estructuras impenetrables a ataques microbianos, haciéndola resistente a la
degradacion en condiciones extremas de humedad y temperatura, fundamentos dei
curtido de la piel. Son los causantes de la sensacién astringente producida al ingerir
fruta verde, vino tinto & té, debido a la formacién de enlaces cruzados entre las
proteinas & glicoproteinas de 1a saliva y [0s taninos, y como consecuencia de esto se
produce una pérdida de lubricacidn en la boca (Lidner, et al, 1995).

Los taninos se encuentran en una amplia gama de plantas, algunas comestibles,
frutas, sorgo, leguminosas (chicharos, habas, frijoles) y t& (Naczk, el. al, 1994).

Asi como disminuyen el valor nutricional del alimento ingerido debido en parte a la
afinidad de los taninos por las proteinas, pueden otorgar beneficios a la industriay a la
salud, aprovechando &sta y ofras propiedades que poseen los fenoles.

En cuanto a los beneficios que otorga a la salud, se aprovecha su propiedad basada
en la afinidad de los taninos por las proteinas, el consumo de algunas bebidas, tales
como el vino tinto, y el té, han sido asociados con una disminucion en la incidencia de
problemas cardiacos y cancer, ia capacidad anfioxidante de los taninos, es
aprovechada en este caso, para neutralizar los radicales libres (Prior ef.al. 1998.),
{Velioglu. et al. 1998},

En cuanto a la industria, son ulilizados para la produccion de algunas bebidas, tales
como fa fabricacion de vinos, empleados principalmente en el proceso de clarificacion,
fundamento gue se basa en la misma propiedad de los taninos' su afinidad por las
proteinas y su capacidad para precipitarlas.

Debido a su propiedad de astringencia pueden proporciocnar una proteccion a las
plantas directamente en contra de ‘predadores como son: mohos, bacterias, insectos,

p&jaros, de ahi que en ef campo agricola, los consideren como pesticidas biolégicos.



1.2.1 Composicion quimica.

Quimicamente los taninos son compuestos organicos, no nitrogenados, heterogéneos,
(Porter 1989), que van desde ronémeros hasta polimeros.

Son compuesfos de alto peso molecufar que van desde 500 — 3000 Dalfons
{Hagerman,el,al. 1998). Ademas contienen una gran cantidad de grupos hidroxilo, los
cuales sugieren, que son los responsables de Ia interaccién con las proteinas y otras
molécuias, entre ellas se encuentran alcaloides, grenetina y otras proteinas, mediante
un mecanismo que implica la formacién de puentes de hidrégeno entre &l oxigeno del
grupo carbonilo del enlace peptidico de las proteinas y los grupos hidroxilo de los
polifencles. Estos tipos de enlaces se forman en diferentes sitios de la superficie de Ia

proteina.
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Se diferencian de los demas compuestos fendlicos simples y de las flavonas, (los
cuales no interfieren en la calidad nutricionat del alimento), por su peso molecular alto,
y por su gran cantidad de grupos hidroxilo (Griffits, 19886).

Son altamente solubles en agua.



1.2.2 Clasificacién.

Los taninos se clasifican en 2 grupos:

A) Taninos hidrolizables. - Su estructura consiste en un centro de azticar

al cual se unen moléculas de acido galico mediante enlaces éster, formados

entre el grupo hidroxilo del carbohidrato y el grupo carbonilo del compuesto

fendlico.

Son poliésteres que resultan facilmente hidrolizados por Acidos é enzimas

para dar como producto de reaccién azdcares 6 alcoholes polihidricos y

acido fenol carboxilico.
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Se subdividen en

* Galotaninos. — da como preducte de hidrélisis el acido galico
como unico compuesto fendlico, mas el azicar con el cual

forman el glucésido.

OH

Hooc OH

Acido Galico

Bu principal representante es el Acido tanico, el cual s una
mezcla de derivados de acido galico. Esta compuesto por
21% acido galico, 7% 4&cido m-digdlico, 3% pentagaloil-
glucosa, 1% acido trigélico, y e resto en forma de glucosido
como galotanino (Whife 7958).

« Elagitaninos. — da como producto de hidrolisis el acido

hexahidroxidifénico.

HoOC

KHooC @ OH
oL
OH

OH OH
OH

Acido Hexahidroxidifénico
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B) Taninos condensados. ~ 3on fiavonoides derivados de la
proantocianidina Polimeros de 2 ¢ mas unidades flavonoides unidas por
enlaces carbono carbono en la posicion 4 de una unidad con la posicion 6 u
8 de otra adyacente La estabilidad de estos enlaces es mucho mayor que
los enlaces éster de los taninos hidrolizables, por lo que éstos tienen mayor

impacto en la nutricién.

TANINO CONDENSADO (Procianidina tipica)

Sufren una polimerizacion por 1a accidn de acidos fuertes y se basan en parte,
en nlcleos de flavan  3-ol 6 catequinas y  flavan
3.4 dio! 6 leucoantocianidinas. Dependiendo de su estructura quimica y grado
de polimerizacion pueden ser o no solubles en solventes organicos (Trugo.el.af
1998).

12



Catequina cianidina

OH

leucocianidina 1

La mayor parte del contenido de taninos en las testas de numerosas variedades de
frijol estan en la forma de taninos condensados, del tipo de proantocianidina (Tanguy
et al. 1977). Pero ambos grupos estan presentes y pueden interaccionar con sustratos
mediante |a formacién de puentes de hidrégeno.

13



-~

1.3. DISOLVENTES Y METODOS EMPLEADOS PARA LA EXTRACCION Y
DETERMINACION DE TANINOS

Con respecto a la medicidn de taninos, los autores han utilizado diversos disolventes
para su extraccion, aunque cada uno, propone un método diferente de cuantificacion.
Lo que se expone a continuacién es una discusion de los dos disolventes mas
empleados, ademas de los métodos de cuaniificacién, para asi poder justificar el

porqué del disolvente empleado para la extraccion y el método de cuantificacion.

1,3.1 EXTRACCION DE TANINOS

Entre los disolventes que mas destacan para su aplicacién son los siguientes:

< Dimetiifformamida al 75%
+ Metanol al 80% en HCl al 1%

A} Dimetilformamida

La Dimetifformamida al 75% se utiliza para la determinacion de taninos de acuerdo al
método que se expone en la ISO 9648-1988 (irternational Standard Organization).

Posee 1a siguiente eskructura:

Q
i
H—C —N{CH3)z Dimetilformamida

Es un disolvente muy fuerte, muy polar, con una constante dieléctrica alta, aprético, es
decir no fiene grupos OH, ni hidrégenos no acidos, y lo mas importante es que la
polaridad de este disclvente deja que éste y el compuesto orgdnico, estén juntos en
una mezcla de reaccion homogénea. Extrae fenoles totales, es decir, taninos

hidrolizables y conQensados.

14
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B) Metanol al 80% en HGlal 1%

De acuerdo con (Makkar et.al 1993), los taninos se extraen usando solventes acuosos
y organicos, principalmente metanol y acetona. Quimicamente el metanol es un
disolvente organico de bajo peso molecular, con la propiedad de disolver azlcares,

acidos organicos y compuestos fenolicos de bajo peso molecular.
H
H— C —0—H

L Metanol

E£1 metanol se ha usado de varias formas: como metanof puro y come metanol al 80%
en HCI al 1%. Carmona.et.al (1991), establece que con metanol al 100% no existe
un incremento en los taninos extraldos conforme aumenta el tiempo, mientras que con
metanol al 80% en HCI al 1% se obtienen mejores rendimientos en su extraccién, en
comparacién con el mismo tiempo empleado para metanol al 100%, pero, su
desventaja eonsiste en que si se aumenta el iempo de extraccion (tiempo promedio de
24h), puede haber destruccién de taninas, debido a la presencia de HCl, es por eso
que se considera que los taninos no son muy estables por largos periedos de tiempo,

en este tipo de soluciones.

Una consideracion importante para una buena extraccién, es que los extractos, deben
estar recién preparados, para evitar cambios en Jos taninos debido a que se
encuentran en soluciones viejas, en donde el cambio mas evidente es la oxidacitn
(Price el.al 1978).

Carmona et.al (1991) verifico 1a eficiencia de diferentes solventes empleados para la

extraccion de polifencles presentes en frijol blanco, frijol negro, sorgo de alto y bajo

contenido de taninos v los resultados que obtuvo son los siguientes

15



SOLVENTE a

S POLIFENOLES (mg acido tanicolg harna (5)

FRIJOL

FRIJOL

SORGO

SORGC

a) 1g de hana se exlra

(Price 1977).

en las cuatro muestras analizadas

Tdel Solvente por 24h a 25°C.
b} E!l contenido de polifencles se determind por medio del método de Azul de Prusia.

BLANCO NEGRO {bajo (alto
contenido de | contenido de
: taninos) taninos)
j Metanol al 80% en HCI | 0.54 +/-0.03 | 248 +/-0.03 | 1.20+/-0.05 | 7.21+/-0.09
i al 1%
Metanoi 0.28+/-0.04 | 131 +/-0.03 } 0.72+/-0.03 | 4 40+/-0.09
Etanol al 60% 0.12+/-0.02 | 0.78+/-0.03 | 0.43 +-0.04 | 2.70 +/- 0.07
Agua 0.08+/-0.01 | 0.44 +/-0.03 | 0.25+/~0.03 | 1.13 +/-0.04

Existe un incremento en la concentracidn, por medio de la extraceién con metanol al
80% en HC! al 1%, en comparacidn con todos los demas disolventes, efecto evidente

1.3.2. EFECTO DEL CONTENIDO DE AGUA JUNTO GON- EL DISOLVENTE DE
EXTRACCION.

Naczk (1994) estudid el efecto que tiene el contenido de agua junto con el disolvente,
en el porcentaje de recuperacidén de taninos, y es muy notoric que con el uso de
disolventes puros, el porcentaje de recuperacion es nulo, para algunos disolventes. Un
30% de agua es el mas recomendable para obtener los mejores rendimientos.

16




Efecto del caontenido de agua junto con el disolvente en la recuperacion de
taninos {(mg catequinas equivalentes/100g materia seca de semiila de canola.

Contenido de agua Metanol N,N,dimetilformamida
{%,viv)
0 35.1 0
10 87.3 2422
20 190.0 3314
30 241.8 321.3
50 2349 —

Debido, a las limitaciones que implica el uso de metanol al 80% en HCI al 1% como
son el tiempo de extraccion, e inestabilidad de los taninos en el HCI, no resulta muy
confiable el uso de este disclvente para fines practicos a nuestras necesidades.
Debido a esto, un 75% de Dimetilformamida es el mas eficiente para una buena

extraccién

1.3.3. METODOS DE CUANTIFICACION DE TANINOS

Se han encontrado una gran diversidad de métodos de cuaniificacién de taninos, la
mayoria de eflos no son especificos y no tienen la capacidad de distinguir entre los
taninos y polifencles de bajo peso molecular, los cuales no afectan la calidad
nutricional de los alimentos (Carmona et.al. 1991).

En este caso es importante tomar en cuenta que cada tipo de tanino responde de
manera diferente para cada determinacion, esto es por ia gran diversidad que existe
en su estructura quimica. Debide a esta variabilidad se hace dificil of asumir que con el
uso de un método, se asegure que se estd determinando el contenido total y absoluto
de compuestos fendlicos. En lugar de esto [os métodos deben emplearse para

determinar el contenido de faninos de una manera cuantitativa ¢ cualitativa.

17



En general los métodos empleados para el anélisis del contenido de taninos se basan

en las reacciones de los fenoles, como son: precipitacién de proteinas,

reacciones con los grupos funcionales 6 analisis por HPLC.

A) METODOS PARA FENOLES TOTALES.

.
e

Azul de prusia. — método colorimétrico basado en los principios de
oxidacién-reduccién en donde el fenol es oxidado y el reactivo es reducido,
existe una reduccién del ion férrico a ion ferroso por la presencia de taninos
y otros polifenoles, seguido por fa formacién de un complejo colorido de
ferrocianuro-ferroso conocido como Azul de Prusia. Su desventaja consiste
en que no diferencia los taninos de ofros polifenoles {Price 1977: Makkar
ef.al 1987), por ejemplo: grupos no fendlicos como el acido ascorbico son
faciimente oxidados dando valores no reales. A pesar de su baja

especifidad, es un método simple, econdmico y reproducible.

Folin Denis. - método colorimétrico basado en la reduccién del acido

fosfolungstomolibdico por los taninos en solucién alcalina, dando como
producto de la reaccién una solucion colorida azul obscuro Su desventaja
consiste en la formacion de precipitados que interfieren en la determinacion

espectrofotométrica.

Complejos fon metal-fenol. — método basado en la formacién de un

complejo colorido entre el ion metal y el grupo fendlico. Método 0til para la
determinacion de cualquier grupo fenélico, y no se sabe mucho acerca de la
interferencia de grupos no fendlicos. Es rapido y confiable.

18



El método 1SO 9648:1988, que pertenece a esta clasificacion se basa en la
reduccidn del ion férrico debida a los polifencles con la posterior formacién
de un complejo colorido en condiciones alcalinas, cuantificado

espectrofotométricamente a 2=325nm.

Complejo Tanino-fierro
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B) METODOS DE PRECIPITACION.

Muchos métodos de determinacion se han desarrollado, basados fundamentalmente
en la propiedad que tienen los taninos de precipitar proteinas Por lo general estos
métodos discriminan entre los taninos y los fencles no taninos, pero no permite una

determinacion de los diferentes tipos de taninos.
La mayoria de estos métodos son muy sensibles a las condiciones de reaccion, es

decir, la cantidad de proteina precipitada, por una determinada cantidad de taninos,
dependera de varios factores tales como:

19
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« pH (Hagerman,1978).

« Presencia de un solvente organico {(Hagerman, 1987).

o La fuerza ionica (Marfin,et.al. 1985).

« Tiempo transcurrido para la precipitacion (Hagerman, 1987).

Debido a que la interaccion entre el tanino y fa proteina es muy poco
especifica, cualguier cambio estructural en el tanino ¢ en fa proteina, puede alterar la
estequiometria y 1a solubilidad del complejo formado (Hagerman 1987).

C} METODOS CON GRUPOS FUNCIONALES.

Estos métodos dependen de 1a reactividad quimica especifica de un grupo funcional
caracleristico de un tipp de tanino. Estos métodos son muy especificos, y
proporcionan informacién cuantitativa y cuafiativa de los taninos encontrados en una
muestra. Su desventaja, es que requiere mucho tiempo, aparatos especializados, para

la identificacion de la estructura quimica de los taninos en estudio.

D} METODOS PARA TANINOS CONDENSADOS.

& Prueba de la vainillina. -método para la determinaciéon de

proantocianidinas. Aldehidos arométicos como la vainillina, reaccionan con
los fenoles meta-sustituidos para obtener una gran cantidad de productos
conjugados coloridos, Sin embargo la interpretacion de los resultados es
dificil, debido a que la vainillina reacciona con flavonoles que no son

taninos
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Otro problema adicional es la sensibilidad de la reaccién, ante la presencia
de trazas de agua, que limitan la utilidad del métedo (Price 1978). Este
métoda debe usarse cuidadosamente para extractos de frijo} crudo, debido
a que los compuestos no taninicos inhiben la formacion del complejo
vainillina-tanino, y da falsos negativos (Carmona ef.al. 1991,

< Butanof HC|. -métcdo simple, especifico para la determinacién de
proantocianidinas. Se basa en el desdoblamientio oxidativo del enlace
interflavan, en soluciones alcohélicas, para obtener la antocianidina. Las
condiciones de reaccién deben de ser controladas cuidadosamente, por
ejemplo, trazas de hierro catalizan |a reaccion, mientras que fa presencia de
agua, la inhiben (Porfer 1886). La respuesta depende de la estructura del
tanino. Este método resulta satisfactorio para ia determinacion de taninos
condensados en presencia de taninos hidrolizables, Aunque fos fenoles que
no son taninos no interfieren en la determinacién con este métado, las
antocianidinas y otros pigmentos, si pueden hacerlo.

Se recomienda que ademas de los métodos anteriores, el estudio se complemente con
el uso de la resonancia magneética nuclear (NMR), y la especiroscopia de masas, para
el analisis de las proantocianidinas, pero adn asi el espectro de fos taninos
condensados poliméricos es dificll de interpretar (Porter . 1989). Para conocer el grado
de polimerizacion de los flavonoles y su composicion, se recomienda el uso de) HPLC
(Williams,ef.al. 1993).
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METODOS PARA TANINOS HIDROLIZABLES.

.
e

Ensayo con iodato. — se basa en la reaccién del iodato de potasio con los
esteres del galato para dar un compuesto colorido. (Bafe 1977). La quimica
de la reaccion es poco conocida. No se recomienda el uso de este método
en muestras que contengan mezclas complejas de taninos, porque dan un

color que no es caracteristico para su medicién.

Ensayo _con dcido nitrose. — permiten la estimacién de galotaninos y
elagitaninos en mezclas (Wifson 1990). La determinacién del acido fendlico

se basa en la hidrélisis del tanino. La hidrélisis dcida debe ser llevada a
cabo en ausencia de oxigeno, por ser el acido galico sensible éste. Es un
método muy selectivo, permite la determinacion de las formas esterificadas
del acido especifico de interés, pero, desaforfunadamente la hidrélisis de la
muestra es dificil e incoveniente para una cantidad grande de muestras,
ademas, los resultados no proporcionan informacién acerca .del grado de
esterificacion 6 de la estructura del tanino. El grado de esterificacion puede
ser conocido con el uso del HPLC en fase normal & en fase reversa
(Beasely, et.al. 1877}

1.4 ;TANINOS TERMOESTABLES O TERMOLABILES?

Sequn los estudios realizados, en cuanto a la remocion de taninos, se ha encontrado

que el remojo, lavado y cocimiento con agua, remueve alrededer del 80% de los

taninos en semillas (Kumar 1984.). Pero [a materia seca pierde un 18 — 23%, el cual

puede acarrear nutrimentos solubles en agua. Asi mismo Price el.al. (1980), demostrd

que el calentamiento del sorgo con alfo contenide de taninos en agua, no refleja

cambios en su calidad nutricional, lo cual puede ser debido a la incapacidad de

exiraccion en agua que poseen [os taninos condensados.
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Bressanni (1980) reportan una pérdida de faninos contenidos en el frijol {judia),
debido a la solubilizacién de los compuestos fendlicos presentes en {a testa en el agua
de cocimiento (Ologhobo el &l 1998).

Barroga .et. al (1985) demuestran que un remojo en agua del garbanzo (Vigha
radiata}, reduce el contenido total de polifenoles de un 24 a un 50%, esto aunado a un
cocimiento en agua por 30min llega a una reduccion del 73%, ademas menciona que
la mayoria de los polifencles removidos corresponden a la parte de la testa del grano.
Chang (1994) sugiere que el calentamiento de las semillas del garbanzo en agua por
30 minutos, puede remover de un 38% a un 76% de los taninos presentes,
dependiendo det cultive y su madurez.

Nehad (1990) sugiere que un remojo de la semilla de haba y posteriormente un
cocimiento disminuye el contenido de taninos en un 64.76% - 78.88%.

Pero asi como existen algunos autores que han demostrado lo anterior, existen
algunos otros que demuestran totalmente lo contrario. Valverde ef al (1994)
demostrd gue el remojo y cocimiento de las lentejas en diferentes soluciones (agua
destilada, acido citrice y bicarbonato de sodio), especificamente en agua, aumenta e
contenido de taninos, la explicacion que se da a esto es que los taninos en la semilla
cruda pueden estar formando complejos con proteinas 6 carbohidratos, de manera
que con el remojo y el cocimiento se rompen estos complejos, por lo que el contenido
de taninos aumenta, mientras que la relacién taninos/catequinas disminuye.

Bate (1975), demostr6é que los taninos condensados como la procianidina no puede
ser exiraida con agua debido a que es insoluble.

Ha habido progresos significativos para remover los taninos de los alimentos, en los
presentes afos. Pero, al parecer en algunos aspectos para su aplicacion en el campo
econdmico, hace mas dificil la tarea de desarrollarias, en primer lugar, los reactivos
resultan costosos para los agricultores, y en segundo fugar la pérdida de materia seca
durante el proceso de remocién, no resultaria de interés econdmico para la industria.
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1.5. EFECTO DE LOS TANINOS UTILIZADOS COMO PARTE DE UNA DIETA

Los taninos se combinan rapidamente formande complejos con las prateinas de la
dieta, proteinas salivales, carbohidratos, iones metalicos di o trivalentes, enzimas
digestivas (amilasas, proteasas, lipasas), por lo que pueden afectar el metabolismo
digestive, ocasionando diarrea 6 constipacion, pero, se cree que la adicidn de un
complemento alimenticio, puede evitar las reacciones provocadas por la presencia de

los taninos {Kumar 1984).
Segln los estudios realizados los taninos como parte de una dieta provocan:

4.5.1. Disminucién en la ingesta del alimento. — desde el punto de vista
biologico, es mentira que [os taninos posean la efectividad de ser repelentes de

. predadores, animales ¢ microbios, en todo caso, la propiedad relevante de
astringencia que poseen [os taninos (Bate 1973,1981), hace que el tejido tenga
mal sabor, porque precipita las proteinas salivales 6 inmobiliza enzimas, que
impiden la invasién del tejido por plagas. Este mal sabor causado por la
astringencia, provoca una reduccion en la ingesta del alimento, basado en
estudios realizados, en donde se comparan los efectos en la cantidad ingerida
de alimento de una dieta con alto contenide de taninos y una dieta con bajo
contenido de taninos { Kumar 1984; Donnelly 1954).

4.5.2 Efecto en la digestibilidad, - la reduccion en la digestibilidad de una
dieta con un alto contenido en taninos, puede ser explicada por medio de los
fundamentos basicos de inhibicién de enzimas digestivas (Bressanni 1979).
Los taninos se consideran inhibidores potentes de enzimas digestivas debido a
su capacidad de unirse con las enzimas de las proteinas de una manera similar
a la que se unen con el sustrato. El mecanismo exacto alin no se conoce,
debido en parte a la complejidad en su estructura y a la gran variedad de

taninos que existen. Pero ha habido diferentes propuestas para esto.
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Sofelo et.al. (1983) propone que por medio de una administracién intragastrica
de frijol negro cocido a ratas, no se presentan cambios ultraestructurales en
mucosa intestinal (duodeno) e incluso, cuando se administra una dosis de
leche, después del tratamiento anterior, son visibles vacuolas que demuestran

la absorcién de la leche.

Los taninos residuales después de la coccidn de 5 diferentes semillas soya,
garbanzo, frijol ima y  chicharo}, no tienen ningtin efecto en la digsstibilidad de
la proteina en jejuno e ileon, por lo que sugiere que otros factores son los
responsables de la disminucién en la digestibilidad, el inico cambio evidente es
un figero hinchamiento de las mitocondrias, pero que no representa ningtin
cambio merfologico {Ologhobo 71998).

Asi mismo, se ha enconfrado que los taninos fienen una influencia importante en el

metabalismo digestivo en general. Coma ejemplo, podemos mencionar algunas:

1.5.3. Inhibicidn en ia hidrélisis enzimatica de la celulosa por medio de un
extracto acuoso de hojas de S. Lespedeza, ( Kumar 1984, Cope et.al. 1971)
La reduccion de fa actividad de !a celulasa, es proporcional a la concentracian

dei inhibidor presente, en la cual, se encontrd una fraccion de taninos.

1.5.4. Disminucién en la digestibilidad de la proteina del cacahuate. La
proteina def cacahuate, no es disponible biclogicamente, en el estémago de
chivo por la adicién de acido tanico ( Kumar 1984; Tripathi 1978).

1.5.5. Dieta con frijol negro cocido. En dietas administradas con frjol negro
cocido, mas un 2 5% vy 3% de 4cido tanico afiadido, demostraron una marcada
inhibicion in vivo de la absorcién intestinal para transportar galactosa y leucina.
Los taninos se acomplejan con las proteinas de ia mucosa intestinal lo que
dificulta fa absorcién de los nutrimentos. El mecanismo exacto adn se

desconoce (Santidrian 1988).
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1.5.6 Efecto en ratas. Existe una inhibicién del crecimiento en ratas,
alimentadas con frijol negro cocido mas una cantidad conocida afiadida de
acido tanico y con frijot crudo, el mecanismo invelucrado atn se desconoce,

pero se proponen dos razones que dan origen a esto:

<+ La administracion de dcido tanico a ratas en crecimiento causa
una reduccién del transporte intestinal de azlcares vy
aminoacidos (Motilva ef.al 1983), este efecto implica una
disponibitidad baja de los nutrimentos, que se refigja finalmente

en una disminucion en el crecimiento y peso.

< bLa administracion de semillas crudas como parte de una dieta a
animales y como fuente de proteina a ratas, refleja cambios
como: una reduccion de la sintesis de proteina def muscuto
(Goena etf.al 1984); acompafiado de un incremento en el tamadic
del higado y el catabolismo de la proteina del mdsculo
(Santidrian et.al 1986.). Tomando en cuenta que la musculatura
representa una porcidn importante en el cuerpo, puede
explicarse la pérdida de peso y crecimiento en ratas, causada
por la ingesta de semillas crudas {que contienen ademas otros

factores antinutricionales que pueden destruirse por calor)

Los {aninos inhiben la accién de muchas enzimas, y una dieta rica en tanino interfiere

en la digestion pancredtica y produce una irritacion del tracte digestive (Muller, 1950).
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1.6. EFECTOS BENEFICOS DE LOS TANINOS.

También resulta de interés resaltar que en algunos casos los taninos ingeridos como
parte de una dieta otorgan bheneficios, aprovechando su propiedad de formar
comglejos con las proteinas, pueden protegerse de la degradacién en el rumen, esto
es, con la formacién del complejo tanino- proteina, en el inlestino delgado se digiere y
se hace disponible para el animal. (Marquardt of al. 1988} (Hill et.al. 1998), o pueden
ser de wtilidad en enfermedades relacionadas con altos niveles de proteina.

Debido a su gran cantidad de grupos hidroxilo, son considerados antioxidantes
naturales, porque poseen [a capacidad de interaccionar con los radicales libres que
pueden existir en el organismo, previniendo asi enfermedades como el céncer‘y la
arteriosclerosis, efecto que pudiera ser mediade por la accién quelante del hierro,
inhibiendo la formacion de radicales libres en Ja etapa de iniciacion de la oxidacion, 6
interrumpiendo la etapa de propagacion (Haggermann et.al. 1998).

1.7. MICROSCOPIA ELECTRONICA

La microscopia electronica es un método morfolégico que juega un papel muy
fmportante en el conocimiento de la ultraestructura celular (Gonzélez 1996). El
fundamento de la microscopia electrénica, es que se aplica un flyo de electrones a la
muestra, fa imagen se forma por |a dispersion diferencial de electrones, a su vez, el
microscopio electronico por un sistema de visualizacion convierte la radiacién nvisible
en radiacion visible en una placa fotografica.

La complejidad del microscopio electrénico se debe a que necesita una serie de
aparatos y dispositivos auxiliares para su funcionamiento.
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1.7.4, DESCRIPCION

Consta principalmente de:

A. Columna principal

<« Sistema de iluminacién. - suministra el haz electronico que va a
pasar por todos los demés sistemas épticos.
+ Cafitn de electrones. — genera e! flujo de electrones con la
velocidad y direccién adecuada.
+ Condensador. — permite un enfoque adecuado del haz y

una iluminacién correcta.

% Sisterna de formacion de imagen. — forma una imagen amplificada

de! objeto. Consta de:

+ Lente objetive. — forma la imagen intermedia de la parte
del objeto irradiada por el haz de electrones.

+ Lente intermedia. — se obtienen variaciones en el aumento
de la imagen.

+ Lente provectora. — proyecta la imagen intermedia con

mayor aumento sobre la pantalla

% Sistema de registro y observacién. ~ la formacién de la imagen se
debe a la diferencia en el contraste, es decir, la imagen se forma por
la dispersién diferencial de los electrones y debido a que las
imagenes electrénicas no scn visibles al ojo humano, el microscopio
electrénico requiere un sistema de visualizacion que convierta la
radiacion electronica invisibie en radiacion visible, lo cual se logra
con una pantalla fluorescente, o por medio de una impresién en una

placa fotografica.
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B. Sistema de vacio — como los electrones pueden reaccionar {acilmente con las

roléculas del aire que los rodea, se deben extraer los gases contenidos en [a columna
del microscopio electrénico para evitar que se formen reacciones ionizantes y para

prevenir la oxidacion, para lo cual se ejerce una presién de 10 * mmHg para evitar

estos problemas.

C. Fuente de poder. — requiere de una alta tensién de 20 — 125Kv.

D. Sistema de manejo. — el tipo y ndmero de botones varia seglin el modelo del

microscopio electrénico, pero en general deben de confrolar lo siguiente:

Interruptor general. — conecta el sistema de suministro de energia
eléctrica.

Refrigeracién - controla valvulas, llaves y bombas que permiten la
circulacién de agua.

Vacio. — ponen en marcha las bombas y valvulas de control.
Interruptor de alfa tension. — conecta el alto voltaje al cafén de
electrones

Filamento. — ajusta la corriente para el calentamiento del catodo.
Emisidn. — regula el potencial eléctrico del cilindro de Wenhet para
regular la intensidad luminosa

Alimentacidn. - sitda en una linea el eje del caién y de las lentes.
Condensador y objetivo. — controlan fa corriente en cada una de

eslas lentes.

La mesa 6 gabinete contiene los botones de mando de control del foco, magnificacion

y brillantez de la imagen, medidores de la corriente y el vacio.
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1.7.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS.

Debido a que los electrones tienen una capacidad de penetracion limitada, para poder
observar las muestras biolagicas con el microscopio electrénico, es necesario obtener
cortes ultrafinos, can un grosor maximo de 100nm, para esio, se requiere de un
microtomo ¥ ademas de un procedimiento especial, que implica la fijacién, inclusion,

corte y contraste de 1a muestra. A continuacion se describe cada uno de [os pasos

A. Fijacion. - El proceso de fijacion es, uno de los mas delicados, tanto por el hecho
de elegir 1a sustancia fijadora més idénea para el estudio que se pretende realizar,
como por ia necesidad de reducir al maximo el intervalo de tiempo entre la muerte
de! indwiduo v la fijacién de las células, ya que su funcién se centra en preservar
jas estructuras celulares, con una minima alteracién, de cuando estaba vivo.
Inmobiliza las estructuras celulares. Previene los cambios provocados por
manipulacién, durante el procedimiento de deshidratacion, corte e inclusion. Los
fiiadores quimicos comunmente empleados en la microscoia electrénica, deben ser
de tipo aditiva, no caocgulantes, porque reaccionan con los radicales de las
moléculas organicas, proporcionandoles estabilidad quimica. Los fijadores

quimicos mas usados son:

% Glutaraldehido. — preserva principalmente proteinas.

% Tetraoxido de osmio. — se asocia selectivamente con los lipidos,
ademas de ser un buen contrastanfe en [a preparacion porgue
debido a su alto peso molecular es opaco a los electrones.

La eleccion del fijador, no depende solamente de la muestra que se va a
fijar 6 a procesar, también debe reunir otras caracteristicas como:

% Isoténico con el tejido, para que se eviten choques osmdticas, que

puedan provocar una deshidratacion, hinchamiento y ruptura de la

estructura celular.
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& Velocidad de penetracién alta para que se permita la fijacion
rapida de las estructuras celulares, por €50 el tamafio de muestra
facilita este efecto.

o+ pH constante durante todo el proceso de fijacion, es por eso que se
utilizan durante la fijacion, soluciones amortioguadoras como

fosfatos y cacodylatos por mencionar algunos.

Una buena fijacién se logra al considerar otros factores como son:

<+ Concentracién del fijador

& Temperatura. — se realiza entre 0 y —4°C, porque a ésta
temperatura la actividad citolitica es minima. Se recomienda usar
fijadores preenfriados, porque asi |a fijacion se inicia
inmediatamente después de que se coloca el tejido junto con el
fijador.

% Tiempuo de fijacién. — se recomienda tiempos de 30 -60min, no
tiempos muy largos, porgue puede haber una extraccion de
compuestos organicos como proteinas, lipidos 6 azucares.

La inmersion es el método de fijacion mas comun porque se intraducen
fragmentos de la muestra en el fijador, inmediatamente después de obtener la

muesfra para evitar degeneraciones antes de la fijacion.

Deshidratacién. — se realiza para la eliminacién total de! agua presente en el
tejido, para que la resina que se usara en la inclusion pueda polimerizar sin ningun
problema, de lo contrario, se obtendria una muestra con una resina diluida aguada,

que no polimeriza bien, lo gue repercute en la observacion de la muestra.

. Inclusién. — el propésito de a inclusién es manejar el tejido en un medio sélido
Las resinas empleadas deben tener la cualidad de penetrar hasta lo mas interno
de las estructuras celulares. Los medios de inclusion deben dar lugar a una
muestra dura y resistente, que no se altere por el bombardeo de los electrones

Entre las que mas se usan se encuentran:
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ale

Resinas epéxicas .- Son los medios de inclusion empleados con
mayor frecuencia, entre las mas usadas se encuentran: Epon 812,
Araldita, por mencionar algunas y ademas poseen ventajas sobre

algunas otras, como son:

+ Endurecen de manera uniforime.

+ Enjutamiento total del 2%.

+ Polimerizacion por medio de calor.

+ No provocan dafio por polimerizacion porgue forman
polimeros ramificados.

+ Estables al bombardeo de electrones,

¢ Se puede regular [a dureza del bloque, si se modifica

la proporcion de la mezcla.

Algunas desventajas del uso de este tipo de resinas son las siguientes.

.
L]

+ Producen artefactos al realizar los cortes.

+ Es indispensable el uso de sales de metales pesados
para lograr el contraste adecuado debido a la falta de
contraste entre el epdxido y el tefido

Poliéster. — se utilizan principalmente para incluir bacterias,
protozoarios, tejidos animales y vegetales. El Vestopal es el mas

usado por poseer las siguientes caracleristicas:

+ Alta resolucion de observacién.
¢ Proporcion de enjutamiento bajo.
+ Alta estabilidad al bombardeo de electrones,

+ Diminuye el dafio por polimerizacion.
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Su desventaja consiste en:

+ Dificultad para obtener buenos cores, porque es una

resina muy dura.

< Medios acrilicos. — no se usan mucho porque producen artefactos
durante el procesamiento. Entendiende por artefacto, todo aguella
alteracion no propia del tejido, es decir, aquella que resulta de una
mala manipulacién durante el procesamiento de la muestra, como
puede ser desde una mala fijacién, corte, tincién, etc. Como

desventajas podemos mencionar que son.

+ Inestables frente al haz de electrones, o que provoca
un colapso de las membranas y [a estructura celular.
+ Enjutamiento del 20%, porque ramifica en cadenas

lineales.

D. Corte. — el groscr adecuado es de 20nm- 100nm en el ultramicrotomo, se utiflizan
cuchillas de vidrio y de diamante, estas ultimas son mas duraderas, pero mucho
muy costosas, y la calidad es muy superior en comparacion con las de vidrio. El
sistema de avance del ultramicrotomo puede ser mecdnico, el cual utiliza tornillos
de rosca muy fina que al rotar desplaza el portaespecimen al filo de la cuchilla. El
ultramicrotomo lleva una lupa binocular, que permite observar el proceso con mejor
amplitud y [a recoleccién de los cortes, asi como identificar el grosor, porque
dependiendo del grosor seré el color del corte por la interferencia de ia luz:

< Corte dorado. — grosor de 90-150nm.
< Corte gris. — grosor de 60-80nm.
% Corte incoloro ¢ plata brillante. - grosor menor de 60nm. (ideal

para el microscopio electrénico de transmisién).
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Los cortes obtenidos en el uliramicrotomo se recogen por flotacién en el agua
destilada, contenida en el pocitc. Los primeros cortes que se oblienen son los
semifinos ( mayor a 90nm) y los que se mantan en el portacbjetos para ser tefiidos
con Azul de Toluidina y observarlos en el microscopio dptico, estos se usan como
control para seleccionar la zona del espécimen a estudiar en el microscopio
electronico. Una vez elegida la zona se hacen los cortes uitrafinos { menor a 90nm)
y se colectan sobre una rejilla de cobre de 3mm de didmelro que sirve como

soporie a las muestras.

E. Contraste. —el microscopio electronico forma la imagen debido a la dispersidn que
sufren los electrones al interaccionar con los atomos de la muestra. Para contrastar
mejor las muestras es necesario aumentar la densidad de las mismas y lograr un
contraste de imagen, proceso mejor conocido como tincién, se utilizan sales de
metales de peso atdémico alto. Estas sustancias se depositan sobre las estructuras
celulares, lo que aumenta su capacidad de dispersar los electrones, porque
aumenta el contraste. Se usan sales de plomo, vanadio, uranio, plata.

“ Tincién positiva. — el método mas empleado es el de doble
contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo. El ién uranilo
aumenta el contraste de cromosomas, nucleolo y ribosomas, debido
a que es mas especifico en [a formacion de enfaces quimicos con
estructuras que contienen é&cidos nucleicos. El plomo es un poco
mas selectivo para las estructuras proteicas.

< Tincién negativa — para observar particulas aisladas, virus, y
organelos celulares, porque permite observar detalles externos de la
muestra de hasta 10 A° porgue el colorante se deja secar sobre la
muestra y se deposita sobre las rugosidades de fa superficie de 1a
muestra. Se usa Acefato de uranilo y acido fosfotingstico.

{Gonzélez Moran 1996)
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L.

METODOLOGIA

El trabajo se divide en dos partes; la primera, corresponde a la medicion del contenido

de taninos, y la segunda parte corresponde a la observacién del epitelio intestinal de

ratas a las que se les administré taninos y extracto de taninos del frijol negro cocido.

2.1. EXTRACCION Y DETERMINACION DE TANINOS,

2.1.1 Reactivos

.,
)

.
2
o

SQLUCION DE DIMETILFORMAMIDA AL 75%. — Se miden en una probeta 75mi
de dimetitformamida y se transfieren a un matraz aforado de 100ml limpio y seco.

Diluir con agua desionizada, dejar enfriar y llevar a la marca del aforo.

ACIDO TANICO. — se prepara una solucién esténdar de referencia de acido tanica

que contenga 0.2g/100ml. Se pesan 0.2g de &cido tanico, y aforar a 100ml con
agua desionizada.

CITRATO FERRICO DE AMONIO. - el contenido de hierro debe estar entre el
17%-20%. Se prepara una solucién de 0.35g/100mi preparada 24 horas antes de

su uso. Se pesan 0.35g de citrato férrico de amonio y aforar a 100mi con agua
desionizada.

AMONIACO. = se prepara una solucion que contenga 0.8 g de NH; /100m!
{hidréxido de amonio). Es necesario realizar unos calculos para la medicién de

amoniaco, que se encuentra en el hidroxido de arnonio.

0.8gNH; —3 gde hidréxido de amonio. [:> 2.7586¢ hidréxido de

29g NH; . 100g de hidréxido de amenio. amonio
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Como esta en solucién, se despeja el volumen de fa férmula de densidad.

Volumen = masa ¢> Vol =2.7586 Volumen = 3.089ml de
densidad 0.8928ml hidréxido de amonio

r

Con una micropipeta medir 3.1ml de la solucidn de hidréxido de amonio y aforar

a 100mi con agua desionizada

2.1.2. Equipo y material para extraccion y determinacion de taninos.

Equipo

% Molino y tamiz con malla de 0.5mm.

<+ Balanza analitica.

< Parrilla eléctrica con agitacién.

» Centrifuga Clay Adams Dynac

«» Bario regulador de temperatura (30°C).
“ Espectrofotdmetro.(A=525nm).

+ Magnetos.

Material

#+ Cristaleria de Laboratorio.

+ Tubos para centrifuga.

& Agitador mecanico, para tubos de ensaye fipo Vortex.
% Micropipetas de 1mly 5ml.

% Frascos Ambar.
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2.1.3. Muestras

Para la estandarizacion del método de extraccion y determinacion de taninos, se

utilizaron tres muestras, dos leguminosas y un cereal:
» Frijol blanco {Phaseoius vuigaris).
¥ Frijol negro {Phaseolus vuigaris).

» Sorgo (Sorghum).

Las muestras se consiguieron en el mercado (Central de Abastos).

2.1.4. Acondicionamiento de la muestra

Ei acondicionamiento de la muestra se realiza para poder obtener la harina, que se

uliliza para realizar la extraccién de taninos.
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2.1.5. Método de extraccién de taninos.

El método que a continuacién se describe, se ulihza para cada una de las muestras

anteriores, una vez que ya han sido acondicionadas, para su posterior utilizacion. El

método empleado ha sido ligeramente medificado del método original ISO 8648-1988.

Para realizar [a parte de
recuperacion analitica se
afade una cantidad
cenocida de dcido tanice,
desde este punto Se
afiade BOpg, 240pg ¥
40019 de dcido tanico
respectivamente
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@

Madificacienes al método 15S0-9648:1988.
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2.1.6 METODO DE DETERMINACION DE TANINOS

El método que se describe a continuacion corresponde at Método de determinacién del
contenido de taninos en sorgo, con las respeclivas modificaciones al método 18O
9648:1988.

2.1.6.1 Método de determinacion de taninos en las muestras.

En cada
adicién agitar
en ¢l vortex,
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Debido al volumen de reactivo que se necesita para realizar la curva patron y para

realizar la exlraccién comparado con el volumen tan pequefio que se necesita para la

determinacion, se propone determinar la influencia que pudieran tener las siguientes

variables como:

1. ;Que tan estables son las soluciones preparadas para la curva patron después de
5 dias y después de 15 dias?

2. ;Qué influencia tiene sobre el contenido de &cido tanico el realizar el extracto con
harina recién molida 6 harina almacenada?

3. :Qué tan estables son los extractos de taninos de las muestras en refrigeracion?
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2.1.6.2 CURVA PATRON

Se rezhza por
guplicado
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2.1.7 Determinacién de taninos en agua de remojo de frijol negro
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2.2 ENSAYO BIOLGGICO

2.2.1 Reactivos.

% SOLUCION SALINA 0.9%. — pesar 0.459 de Cloruro de sodio, y aforar a 50mi con

agua desionizada.

<+ SOLUCION DE ACIDO TANICO 100mg/mi. - pesar 0.15g de &cido tanico y diluir
con 1 5m! de agua.

%+ EXTRACTO DE TANINOS DE FRIJOL NEGRO COCIDO.- de 5g y 10g.

% NITROGENO LIQUIDO.

< LECHE ENTERA PASTEURIZADA.

2.2.2 Equipo y material para el ensayo biolégico.

Equipo

<+ Congelador de 0°C a -71°C (REVCO).

++ Rotavapor.

% Liofilizadora.

4 Ultracentrifuga.

4 Sonda para ratén, para intubacion intragastrica.
% Equipo y material de extraccion de Taninos.

Animales de Laboratorio
< Ratas Wistar, 21-23 dias, machos.
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4 Material

+ Equipo de Diseccion.

< Jeringas de 5ml 6 de 3ml.
*» Tubos de Centrifuga.

«» Cristaleria de Laboratorio.

< Frascos Ambar.

2.2.3 Ensayo bioldgico con acido t&nico.

Después
de 2
horas
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El tiempo que transcurra a

partir de que se sacrifica es

muy importante y debe ser
el mener pesible, para
evitar dafios al tejido.
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2.2.4. Preparacion del extracto para el ensayo biologico.

Para la realizacidén de esta parte, es necesario realizar la coccién, extraccion

determinacion de taninos, y posteriormente el ensayo biolégico.

2.2.4.1 Coccidn

{CUIDADQ! no dejar que
se evapore toda el agua,
agregar méas sies
necesario.

Evitar pérdidas
de material

2,2.4.2 Liofilizacién Q
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2.2.4.3. Obtencién del extracto de taninos

Realzar por
duplicade
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1 sola vez
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D




2.2.5 Ensayo biolégico con Taninos extraidos del Frijol Negro cocido,

-+ después de 1 hora
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; > después de 1 hora

El tempo que transcurra a
0 partir de que se sacnfica es
muy Importante y debe ser

el menor posible, para
evitar dafios al tejide
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En el caso del tratamiento con el extracto de taninos de 5g de frijol negro, por cada
1.5ml equivale a una concentracidn de 0.1774 mg de acido tanico.

En el caso del tratamiento con el extracto de taninos de 10g de frijol negro, por cada
1.5mi administrado, equivale a una concentracion de 0.3364 mg de &cido tanico.
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2.3 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION.

2.3.1 Reactivos

BUFFER DE FOSFATO DE SODIO pH =7.4. — preparar 100ml de una mezcla de
77ml de fosfato de sodio dibasico 100mM con 23m! de fosfato de sodio

monobasico 100mM.

GLUTARALDEHIDO AL 3% EN AMORTIGUADOR DE FOSFATO DE SODIO bH
Z.4. preparar una solucién de glutaraldehido al 3%, con un 97% de buffer de

fosfatos a pH 7.4.

TETRAGXIDO DE OSMIO AL 2%. — preparar 100ml de una mezcla de 2ml de
tetradxido de osmio y 98ml de buffer de fosfatos pH 7.4.

ETANOL 30%. — preparar 100ml. Mezclar 30ml de etanol absolute con 70mi de

agua desionizada.

ETANOL 50%. — preparar 100ml. Mezclar 50mi de etanol absoluto con 50mt de

agua desionizada.

ETANOL 70%. — preparar 100ml. Mezclar 70m! de etanol absoluto con 30ml de

agua desionizada.

ETANOL _96%. — preparar 100ml. Mezclar 96ml de efanol absoluto con 4ml de

agua desionizada.
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o

» RESINA EPON (LUFT). ~ preparar 100ml. Mezclar 45ml de resina Epon 812, ¢on

30ml de DDSA (Dodecenylsuccinic Anhydride), Anhidrido dodecenil succinico;
25ml de NMA ( Nadic Methyl Anhydride), anhidride melil nadice; y 1ml de BDMA
{Bencyl dimethyl Amine), Bencil dimetil amina.

AZUL DE TOLUIDINA, — preparar la solucion A que es Azul de Toluidina al 2% en

agua desionizada, y mezclar con fa solucién B que es Borato de Sodio, en una

proporcién 1:1.
ACETATO DE URANILO Al 2% EN AGUA DESTILADA.

CITRATO DE PLOMO.

LENTEJAS DE HIDROXIDO DE SCDIO.

2.3.2. Equipo y Material para Procesamiento de muestras de Microscopia

Electronica de Transmision.

Equipo

Desecador.

Rotador de tubos.

Estufa de polimerizacién.

Ultramicrotomo. Ultracuf Reichert Jung con navaja de diamante.
Microscopio Optico.

Microscopio electronico de Transmisién (XEGL 1200CX II).
Pelicula para fotografia Kodak Electron Microskope 4489.

Rejillas de cobre de 200mesh previamente lavados en DEXTRAN,
Refrigerador.

Sonicador.
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Material.
<+ Cristaleria de laboratorio.
< Revelador D-19.

» Parafiim.

de Muestras

para

2.3.3. Procesamiento

Transmision.

Microscopia Electrénica

En hielo se
d canserva mejor
el teido y
§ facilta ia
* penstracion del
fifador

de
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exceder
mas de las dos
horas

5 ECAVADOSE .
2 X 15 mm

2 x 15 min. Hlelo (4°C)

RS e Al FTemp. Ambiente’
2 % 15 min. Temp Ambiente

24hr minimo para
evaporar la mayor parte
de oxipropileno. 48hr
maximeo porque puede
polimerizar la resina
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Para elimirar el
posible residuo
da oxipropileno.

Para facilitar
una mejor

penetracion de
resina al tejido

Para facilitar e!
corte ultrafino
y observar una
mejer
orientacidn
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CORTES SEMIFINOS CORTES FINOS

Proparciona
Informna cién
acerca de la
arientacitn del
corte, para
realizar los
cortes
uftrafines,




lll. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Curva patrén

Anteriormente se mencionaron las razones por las cuales, se decidio utilizar
dimetiiformamida al 75%, como disolvente de extraccién y el método 1S0-9648-1988
de cuanlificacién de taninos en sorgo, pero es importante sefialar que se realizaron

algunas modificaciones pequefias al método oficial.

La metodofogia de {a curva pairén expuesta se basa en o esfipulado en el método [SO
9648:1988, la (nica diferencia, es que se prepara una curva patrén que abarca un
rango de concentracion desde 80pg de acido tanico, hasta 500pg de acido tanico,
mientras que el método oficial propone una concentracién que va desde 100ug de
acido tanico hasta 400ug de 4cido tanico. Lo anterior se basa en estudios previamente
realizados, basados en el criterio de que entre mayor es el intervalo lineal, se
incrementa [a sensibilidad del método. El método ISC 9648:1988, utiliza un volumen
final de 20mi de Dimetiiformamida al 75%, mientras que Ja metodologia expuesta
propone un volumen final de 25mil.

En la tabla 3.1 de resultados, se observan una serie de datos de absorbancia de
diferentes curva patrén realizados diferentes dias, para establecer la linealdad del

método.
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3.1 CURVA PATRON.

TABLA 3.1
CURVA 1 CURVA 2 CURVA 3 CURVA 4
Concentracién (ng Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia
acido tanico)
80
160 0.193 . 0.197 0477 0.160
24() 0.264 0.260 0.262 0.251
320 0.345 0.323 0.345 0.344
400 0.433 0.439 0.444 0.430
480 0.516 0.509 0.518 0.490
580 0.608 0.605 0.626 0.563
Regresién Lineal
A 6.57e” 7.28¢” 0.0117 714¢e>
M 1.11e™ 1.05e~ 1.05¢> 1.01¢”
R 0.9994 0.9971 0.9993 0.9976

Concentracion (ug

Absorbancia

acido tanico) Promedio
80 0.084
160 0.181
240 0.261
320 0.338
400 0.436
480 0.508
560 0.600
Regresidn Lineal
A 4557 ¢°
M 1.062 ¢
R 0.8995
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2.1.1 Determinacion de Absorbancia en curva patrén después de un
almacenamiento en refrigeracion

Debido a la problemalica que existe en cuanto al exceso de reactivo que se necesita
para la preparacion de las soluciones de la curva patron con respecto a la cantidad
minima que se requiere para la determinacién, se propuso guardar las soluciones en
refrigeracion durante 5,8,10 y 15 dias dependiendo de cada curva,

t.os siguientes cuadros de resultados (tablas 3.1.1 A,B,C), muestran los valores de
absorbancia de 3 curvas patrén preparadas en dias diferentes respectivamente. Mas
a la derecha de cada cuadro se muestran los valores de absorbancia de esos mismos
extractos, pero, después de haber sido almacenados en refrigaracion por un tiempo
determinado.

En la tabla 3.1.1.A se muestran datos de curva patrén, después de haber sido
almacenada en refrigeracién por 5 y 15 dias, en la tabla 2.1.1.B el periodo de
almacenamiento es de 10 dias y la tabla 3.1.1C corresponde al periode de
almacenamiento de 8 dias, cada una se guarda en frascos ambar debido a que los
reactivos que se utilizan para la determinacion requieren estar protegidos de la luz, por
ser faciimente oxidados por ella. Los datos expuestos no muestran cambios evidentes,
es mas podriamos decir que en los 3 casos de curva patrdn, los coeficientes de
correlacion mejoran con el almacenamiento. Cabe sefialar que no es de nuestro
interés, el guardar soluciones por periodos tan largos de tiempo, porque no seria
valido, ya que sabemos que una curva patron debe ser preparada el mismo dia de la
experimentacion, porque nos proporciona valores que se adecuan a las variables de
experimentacién, como es la temperatura, condiciones experimentales, etc. Nuestro
propésito de haber realizado esto, es por cuestiones précticas y de ahorro de reactivo,
es decir, por las continuas extracciones que se realizan (diariamente), y por el exceso
de disolvente que se necesita para preparar fa curva patrén. Con esfos resuitados,
podemos usar las soluciones almacenadas, realizando (nicamente la determinacion

de absorbancia el dia que se realice la extraccién y por un periodo no mas de 15 dias.
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TABLA 3.1.1.A.

Determinacion de Absorbancia en curva patrén después de un almacenamiento

en refrigeracién

Curva patrén 1

Medicién el mismo Medicion después de Medicién
dia de su

preparacion

Sdiasen
refrigeracion

después de 15
dias en
refrigeracion

Conc (pg Absorbancia Absorbancia Absorbancia
ac.tanico)

80 0.084 0.087 0.067
160 0.197 0.183 0.154
240 0.260 0.268 0.240
320 0.323 0.346 0.335
400 0.439 0.447 0.427
480 0.508 0.531 0.499
560 0.605 0.62 0.5%4

Regresion lineal
A 7.28E-3 1.14E-3 -0.0202
M 1.066E-3 1.104E-3 1.097E-3
R 0.9871 0.99297 0.9996

No nos desligamos del hecho que implica que la curva patrén se debe preparar el
mismo dia que se realiza el extracto, porque deben manejarse las mismas condicicnes

de experimentacion



TABLA 3.1.1.B

Curva patrén 2

Medicion el mismo dia

de su preparacion

Medicion después de 10

dias en refrigeracién

Conc {ug ac.tanico) Absorbancia Absorbancia
80 0.086 0.063
160 0.152 0.138
240 0.246 0.225
320 0.361 0.308
400 0.402 0.412
480 0.447 0.487
560 0.492 0.568
Regresién Lineal

A 0.0274 -0.0284
M 9.03E-4 1.0714E-3

R 0.9842 0.9993

TABLA 3.1.1.C

Curva patréon 3

Medicion el mismao dia
de su preparacion

Medicion después de 8
dias en refrigeracion

Conc {pg ac.tanico) Absorbancia Absorbancia
80 0.080 0.076
160 0.160 0.136
240 0.281 0.233
320 0.344 0.317
400 0.430 0.418
480 (.490 0.474
560 0.563 0.565
Regresion Lineal
A 7.142¢-3 -0.015
m 1.016e-3 1.03%e-3
R 0.9976 0.9982
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3.2 Frijol Blanco.

El método 1S0O-9648-1988, establece que la cantidad de Dimetilfformamida al 75% que
se necesita para la extraccién es de 20ml, para posteriormente centrifugar y tomar una
alicuota para la determinacién. Pero de acuerdo a la metodologia propuesta, que es
basicamente el mismo método, se propuso enjuagar la harina y el vaso en el que se
realizé la extraccion con 2ml de Dimefilformamida al 75% y ademds centrifugar 2
veces la harina, ésta tltima con salo 2ml de disolvente, para posteriormente aforar a
25ml, para estandarizar los resultados de acuerdo al mismo volumen de la curva
patrén. Con esto se obtienen mejores resultados, ya que en la harina pueden quedar
residuos de taninos, asi como en el vaso donde se realizé la extraccin por lo que

pudiera haber pérdidas.

Es importante conocer la precisién del método que nos indica la dispersién de las
mediciones alrededor de un valor medio. Para esto se prepararon 8 extractos
diferentes con harina recién obtenida, para su posterior determinacion del contenido
de taninos.

En cuanto a los datos obtenidos de concentracion de faninos en frijol blanco, el
coeficiente de variacién da un valor de 5.39%, que nos indica que la determinacién es
reproducible. Tabla 3.2.1.

La concentracion promedio fué de 119.57 +/- 6.45 ug de 4cido tanico.

Asi mismo es imperiante considerar, si la cantidad que se extrae, es ¢l valor real, para
esto se realizo la recuperacion analitica con harina recién obtenida y ademas con
harina almacenada por 15 y 20 dias, (Tabla 3.2.2), en este caso con 3
concentraciones diferentes conocidas de acido tanico afiadido, para ambas harinas
los porcentajes de recuperacidn, son altas con un rango que va de 97.31%- 99.45%,
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Esto quiere decir que los datos de concentracion de taninos obtenidos como resultado
de la extraccién, son realmente los que se estan extrayendo y por consecuencia
determinando con el método. No existe diferencia entre la harina recién obtenida y la

harina aimacenada hasta 20 dfas, en cuanto al porcentaje de recuperacidn.

Resuita de interés el conocer qué efecto pudiera tener sobre los resultados obtenidos
de concentracion, realizar la extraccién de taninos con una harina recién obtenida, en
comparacién con una realizada de harina almacenada durante 5, 15 y 30 dfas. Los
datos de absorbancia y concentracién que se exponen en la tabla 3.2.3, muestran una
diferencia en cuanto a los datos de concentracién, esto es, conforme aumenta el
tiempo de almacenamiento, en un lugar seco y protegide de la luz los datos de
concentracién tienden a sobreestimarse después de transcurrides 30 dias en
almacenarniento. La razén por 