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CAPITULO 1 

INTRODUCCIÓN 



INTRODUCCIÓN 

En México una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en la infancia es la 

desnutrición. La alimentación Idónea parte de la base del grupo de alimentos del pals y se 

consideran: a) cereales. tubérculos y leguminosas, b) frutas y verduras y c) alimentos de 

origen animal. Los azúcares y las grasas son considerados como grupo complementario 

de la alimentación diana. 1 En este modelo se prestigian las leguminosas y su combinación 

con cereales a fin de incrementar su contenido de aminoácidos. 1• 2 

La creciente demanda de alimentos en la república mexicana conlleva a la búsqueda 

de fuentes de abastecimiento económicamente accesibles y que aseguren el futuro 

alimentario. 2
• 

3 Entre los alimentos vegetales, las leguminosas presentan una importante 

alternativa porque son fuente lica en protelnas, además, muestran una gran aceptación y 

bajos precios. 2· • 

Dentro de las leguminosas más consumidas se encuentra el frijol, el cual forma parte 

de la alimentación tradicional de la dieta mexicana•, siendo la principal fuente de protelna 

vegetal.2
·......, El frijol negro también aporta un alto contenido de hidratos de carbono, una 

cantidad aceptable de vitaminas y minerales,2
• 

5
• 

7 sin embargo su deficiencia de 

aminoácidos azufrados'º· 11 y la presencia de factores antinutricionales y tóxicos pueden 

dal'iar en varios grados la utilización biológica de sus nutrimentos, particularmente de la 

proteina. o. 5
• 'º· 12

•
1
• Estudios realizados han demostrado que el proceso de cocción es el 

responsable de la eliminación de sustancias tóxicas, a excepción de los taninos, en donde 

solo se presenta una reducción"· "· 'º· 13
• 

15
• 

1
• y su actividad está basada en su estructura 

química, la cual es rica en grupos -OH que los convierte en compuestos altamente afines 

a las protelnas; 17 logrando en la dieta tener un efecto en la disponibilidad y la calidad 

nutricia de las proteir.as que provienen de los alimentos de la dieta, 3• 
9

• 
10

• 
1
•· 

1
&-2

1 asl como 

las presentes en las enzimas digestivas. 5• 
11

• 
14

• 
1
"· 

1
9-211 

El enfoque dado al conocimiento del mecanismo de acción de los taninos contenidos 

en los frijoles sobre la actividad biológica de las enzimas maltasa, sacarasa y lactasa 

presentes en el intestino delgado, es de gran relevancia debido a la posible disminución 

de su actividad biológica y las repercusiones que ello tenga en la nutrición. 

El conocer adecuadamente el mecanismo de acción de los taninos nos ayudará a 

utilizar diversas leguminosas no convencionales que presentan un alto potencial nutricio, 

pero que tienen un alto contenido de factores antinutricionales, como los taninos; lo cual 
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INTRODUCCIÓN 

las excluye de la alimentación humana y animal; disminuyendo las posibilidades de 

obtener protelnas de origen vegetal a un bajo costo. 

El presente trabajo utilizó tres diferentes etapas de vida de las ratas (15, 21 dias y 2 

meses de vida), donde se evaluó la actividad enzimética de la maltasa, la sacarasa y la 

lactasa; asl mismo en estás disacarasas se adicionaron soluciones de taninos 

procedentes del frijol negro Jamapa, donde se pudieron observar los efectos de los 

polifenoles sobre la actividad hidrolltica de dichas enzimas en las condiciones dadas a 

éste estudio. 
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OBJETIVO 

GENERAL 

11:> Conocer el efecto que puedan tener los taninos de la cáscara del frijol negro 

Jamapa sobre las disacaridasas (maltasa, sacarasa y lactasa) que se generan en 

la mucosa intestinal. 

PARTICULARES 

11:> Evaluar la cantidad de taninos presentes en el extracto obtenido de la cáscara del 

frijol negro Jamapa. 

11:> Determinar la cantidad de protelna presente en el extracto enzimático de la 

mucosa intestinal . 

11:> Establecer la actividad enzimática de las enzimas maltasa, sacarasa y lactasa. 

11:> Evaluar el efecto que tienen los taninos del frijol negro Jamapa en un ensayo in 

vifro sobre la actividad de las enzimas disacaridasas. 
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OBJETIVO 

JUSTIFICACIÓN 

Aun cuando no se conoce bien el mecanismo de acción de los taninos, diversos 

estudios han demostrado que la cascarilla de los frijoles tiene un alto contenido de taninos 

y son la causa de un bajo aprovechamiento de los macronutrientes de esta leguminosa, 

por lo que es importante conocer el efecto que tienen los taninos del frijol sobre la 

actividad de las enzimas digestivas. 

HIPÓTESIS 

La disminución de la actividad de las disacaridasas presentes en el intestino delgado 

de las ratas será proporcional a la cantidad de taninos totales ingeridos, es decir, a mayor 

cantidad de taninos totales ingeridos hay mayor disminución en la actividad biológica de 

las disacaridasas. 

8 
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ANTECEDENTES 

FRIJOL NEGRO 

Generalidades. 

El frijol pertenece a la familia de las leguminosas, subfamilia de Papi/ionoideas, tribu 

Faseoleas, subtribu Faseolineas y género Phaseolus. Se cultiva en áreas templadas y en 

regiones semitropicales.2 

El frijol común (Pheseolus vu/garis L) ocupa un lugar importante en la dieta mexicana 

y en los paises latinoamericanos. Siendo el frijol negro la variedad más consumida en el 

sureste del pals y en el D.F., con una frecuencia de consumo de al menos cinco veces por 

semana en un 74% de la población que los incluye en su dieta.7 

La constitución quimica del frijol depende de la variedad, de la localización geográfica 

y de las condiciones de cultivo del mismo.•·12 

Composición quimica. 

En el frijol las proteinas representan el 18-22 %; se encuentran en mayor parte en los 

cotiledones (95%), el resto se distribuye en el embrión (3%) y en la cáscara (1-2%). Su 

perfil de aminoácidos es rico en lisina y la metionina es el aminoácido limitante primario. 

Los hidratos de carbono se encuentran en una proporción del 50-60%, y se confonnan por 

mono y oligosacáridos, almidón y otros polisacáridos. El contenido de lipidos es muy bajo 

comparado con otras leguminosas, el cual esta en un 2-2.5%, y están constituidos 

principalmente por una mayor proporción de ácidos grasos insaturados (aprox. 85%), que 

de ácidos grasos saturados (aprox. 15%). Contiene alrededor de un 4% de fibra, que se 

localiza principalmente en la cáscara del frijol; como hemicelulosa y pectina. Finalmente 

presenta del 10-12 % de humedad. En cuanto a las cenizas su contenido tiene un 4% 

aproximadamente y éstas son ricas principalmente de sales de fósforo, potasio, magne&io 

y calcio.2
·

21 
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ANTECEDENTES 

Factores Tóxicos v Antinutricionales. 

Los frijoles presentan cantidades apreciables de agentes que afectan el 

aprovechamiento de los nutrimentos y que son llamados factores antinutricionales por 

ejemplo, inhibidores de proteasas, inhibidores de amilasas, fitatos, hidratos de carbono de 

dificil digestión, saponinas, factor antiniacina, compuestos fenólicos y algunos 

considerados tóxicos como los glucósidos cianogénicos y hemaglutininas (lectinas). 2
• ....s. 12 

En el frijol, los taninos y compuestos fenólicos están presentes en los tejidos de las 

plantas 5 • 
1

" 
19

• 
22

· 
26

• 
28 y están concentrados en las cáscaras; se ha observado que entre 

mayor colorido tenga la cáscara mayor será el contenido de taninos; 3
• •. 

1
" 

12
• 

29
• 

30 con lo 

que un descascarado de la semilla de esta leguminosa incrnmentaria significativamente 

el valor nutritivo de las proteinas. 11
·
1

" 

En general el frijol se consume de diferentes maneras, siempre con un proceso de 

cocción preliminar. Durante la cocción de los alimentos ocurren cambios en la estructura 

de la protelna2. 6 y la pérdida de algunos factores antinutricionales, 2. 4 ' •. 
16 con excepción 

de los polifenoles. 5
• 

6
• 

11
• 

14
• 

17
• 

28 Una cocción insuficiente deja presentes agentes 

antinutricionales, mientras que un calentamiento en exceso puede resultar en una 

reducción del valor nutritivo de la protelna del frijol. e-e Además, se ha encontrado que una 

buena proporción de taninos son extraldos en el caldo resultante del cocimiento.º· 10
• '" 

13
• 

15, 28 
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ANTECEDENTES 

COMPUESTOS POLIFENOLICOS (TANINOS). 

Generalidades. 

El uso de los taninos data del siglo XVII en el que se utilizaban para curtir pieles, lo 

cual es una consecuencia de la interacción de estos compuestos con las proteínas de la 

piel. 

Definición. El ténnino polifenoles se refiere a la familia de compuestos polifenólicos, de 

los cuales aquellos que precipitan las proteínas en solución acuosa son llamados 

taninos, 17 que tienen peso molecular entre 500-3000, 1
•· 

20
• 
26

• 
30 y una de las caracterlsticas 

principales de los grupos hidroxilo de los fenoles es que son buenos donadores de 

protones en la formación de puentes hidrógeno. Algunos de los fenoles poliméricos tienen 

muchos de estos grupos donadores, fonnando complejos con otras moléculas que son 

estables y tienden a precipitarlas. 19
• 

24 

Los taninos son sustancias que se encuentran ampliamente distribuidas en la 

naturaleza, 12 son parte importante de los metabolitos secundarios involucrados en la 

defensa de la plantas. Se encuentran principalmente en las semillas de ciertos cultivos 

pigmentados de sorgo, 5
• 

1:z. 18
• 

31 de leguminosas •·12 como: chlcharos,4
•
19 garbanzo, " 

frijol, 2~. •. 1:J.1e. 21. 211-20 algunas frutas 13.17. 24 y ralees. 24. 32 

Clasificación. 

De acuerdo a su estructura, propiedades fisicoqulmicas y a su reactividad a diversos 

agentes hidrollticos, los taninos se han dividido en dos grupos: el de los taninos 

hidrolizables y el de los taninos condensados. 5• 
14

• 
24

• 
33 

Los taninos hidrolizables (figura 1) son fácilmer.te cortados por enzimas y por ácidos 

diluidos, obteniéndose azúcares como la glucosa y ácidos fenol-carboxllicos como el 

ácido gálico (la mayorla son poligalatos de glucosa); 5 • '"· 
24

• 30-33 el ácido tánico es el más 

común de los taninos hidrolizables. 5• 
17 
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ANTECEDENTES 

6 G 
H0~~'-1 
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1 
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G~ 
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7 

Figura 1. TANINOS HIOROLIZABLES. 1)1M,3,6-tri-C>-galoil-D-glucosa, 2) IJ-1,2,4,6-tetra-O-galoil-O-glucosa, 

3) Jl-penta -Q-galoil-0-glucosa , 4)telimagrandina, 5)casuariclina , 6)rugosina • 7) davidina • 8)corilagina. 

OH 

OH~= 
OH C>~C>H 

2 ~OH 
OH 

3 

Figura 2. TANINOS CONDENSADOS. 1) (+)-3-o-galoolcalequina, 2) (-)-3-o-galoilepigalocatequina, 

3) prodanidina B-3, 4) procianidina B-2. 
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ANTECEDENTES 

Los taninos condensados (figura 2) son sustancias poliméricas formadas por unidades 

de moléculas de flavan-3-ol se denominan proantocianidinas debido a su propensión para 

despolimerizarse en medio ácido para producir pigmentos antocianidlnicos como la 

cianidina, o flavan-3,4-<iiols (leucoantocianidinas). 5• 
20

• 
24

• 3G"3 

Interacciones. 

Los estudios de la asociación reversible de los polifenoles con protelnas tienen una 

larga historia. Esta asociación se debe a un fenómeno de superficie.21 Las tres principales 

características de la estructura de los polifenoles y propiedades son de importancia en la 

formación de complejos con protefnas son: a) el tamaño del polifenol, b) flexibilidad 

conformacional y c) solubilidad en agua (baja solubilidad favorece una fuerte asociación).•. 
V.21,33 

La eficacia de los polifenoles para enlazar a la proteina deriva del hecho que los 

polifenoles son ligandos mullí-dentados capaces de ligar simultáneamente a más de un 

punto en la superficie de la proteína. A baja concentración de proteina el polifenol se 

asocia a más de un sitio sobre la superficie de la protefna, formando una monocapa la 

cual es menos hidrofflica que la protefna (figura 3 a). Cuando fa concentración de protefna 

es alta la capa de la superficie es relativametne hidrofóbica y es formada por complejos 

del polifenof sobre la proteina y por entrecruzamiento de diferentes moléculas de la 

protelna por los polifenoles multi-dentados, lo que conduce a la agregación y precipitación 

(figura 3 b). 21 

Se requieren de una mayor cantidad de polifenoles para precipitar a las protefnas en 

una solución diluida que en una solución concentrada. Un fenol puede precipitar protefnas 

si se mantiene una concentración suficiente para llevar a un equilibrio en favor del 

complejo fenol-protelna y asf formar una capa hidrofóbica de simples moléculas de 

fenoles sobre la superficie protefna (figura 3 c). Los fenoles pueden competir con los 

polifenoles por los sitios de fonnación de complejos sobre la supeñlCie de la protefna. 21 

14 
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Figura 3. COMPLEJOS Y PRECIPITACIÓN POLIFENOL-PROTEINA. a) baja conoentradón de protelna, b) 

alta concentración de protelna y e) precipltaci6n, equilibrio fenol-protelna. 

Acción biológica. 

Anti-mutagénico. Algunas moléculas como el ácido clorogénico, elágico, quercetina, 

rutina y ácido tánico disminuyen la fonnaci6n de ciertos tipos de tumores. 32 

Anti-microbiano. Inhibe la actividad de hongos, bacterias y virus y sirve como defensa 

natural contra microbios en frutas, sin embargo se va perdiendo con la maduración. 

Antioxidante. Origina beneficios a la salud, al recoger los radicales libres y detener los 

daños de las reacciones. 24
• 
32 

Actividad antinutricional. Pueden enlazar células epiteliales y causar precipitación." 20
• 

24
• 

32 Por penetración a través de la superficie celular puede inducir daño al higado, daña 

también la mucosa del tracto gastrointestinal e incrementa la perdida de proteina y 

aminoácidos indispensables. 23
• 

25
• 
32 

Los taninos condensados son reconocidos como factores antinutricionales en la dieta 

de los animales monogástricos, porque se ha encontrado que en altas concentraciones 

15 



ANTECEDENTES 

pueden reducir la absorción de las protelnas del intestino delgado,22 por la formación de 

complejos tanino-proteína con varias enzimas digestivas como: a y 13- amiíasa, tripsina 

pancreática, quimotripsina y p-glucosidasa,2
•
13

•
43 excluyendo la formación de productos 

absorbibles por el intestino delgado. 2
•
4

•
12

"
8

•
4

2.
48

•
49 

Inhibición de enzimas. 

Los polifenoles interactúan con las proteínas por formación de fuertes enlaces no­

covalentes, a partir del hecho que son ligandos poli-dentados con un múltiple potencial de 

ligar sitios por los grupos fenólicos y anillos arilo sobre la periferia de la molécula. La 

asociación de polifenoles con proteínas es ampliamente un fenómeno de superficie y es 

posiblemente un proceso que tiene lugar en dos distintas fases. La primera es en la que el 

polifenol busca sitios y regiones sobre la protelna donde numerosos anillos aromáticos 

son acomodados por el desarrollo de interacciones hidrofóbicas (figura 4 i). La primera 

etapa es reforzada por enlaces hidrógeno entre los residuos fenólicos y grupos polares en 

la vecindad del sitio primario de enganche del polifenol a la superficie de la protelna 

(figura 4 ii). 21 

La formación de complejos es pH dependiente y está muy cercano al punto iso­

eléctrico de la protelna. •. 1
" 

20
• 

21
• 

24 Los complejos pueden ser disociados por adición de 

solventes hidrofóbicos. 21
• 

2
• 

Una caracteristica común de las protelnas y polipéptidos con alta afinidad por los 

polifenofes del sorgo fue su alto contenido de profina, debido a fa flexible conformación de 

los polipéptidos y a su capacidad de formar fuertes enlaces hidrógeno con los 

polifenoles. 21 

16 
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f ! 

Figura 4. ASOCIACIÓN DE POLIFENOLES CON PROTEINAS. 1) inserción del polifenol, il) puentes hidrógeno 

con la superficie de la protelna. 
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ANTECEDENTES 

DISACARIDASAS INTESTINO DELGADO. 

Hidratos de Carbono. 

Las plantas usan hidratos de carbono, generalmente azúcares y almidones, como 

sustancias de reserva que pueden ser oxidadas por muchos animales (todos los 

herbívoros y muchos animales omnívoros) para proveerlos de energía en los procesos 

metabólicos. 35
• 

36 

Los hidratos de carbono están presentes en los alimentos y se encuentran 

principalmente como almidón, sacarosa y maltosa. 35-38 El almidón es una mezcla de dos 

pollmeros de glucosa, uno es la amilosa con enlaces a-1, 4 y la amilopectina con enlaces 

a-1,4 y ramificaciones a.-1, 6, en proporción 1:3. La sacarosa es el azúcar ordinario, 

formado por una molécula de glucosa y una de fructuosa unidas por un enlace a-1, 2. La 

lactosa el azúcar de la leche esta formado de galactosa y glucosa unidas por un enlace 13-
1, 4; ~. 38 la cual es una importante fuente de calarlas para los infantes 3S-39 y también está 

presente en alimentos derivados de la leche. La estaquiosa y la rafinosa están presentes 

en leguminosas como los frijoles, los cuales escapan a la absorción en el Intestino 

delgado (porque no se cuenta con las enzimas necesarias para degradarlas) y así pueden 

servir como sustrato a enzimas de las baderias del colon causando flatulencia. 39 

Disacaridasas. 

En el borde de las células epiteliales del cepillo del intestino delgado se liberan muchas 

enzimas como las disacaridasas, peptidasas y proteínas no enzimáticas que funcionan 

como receptores , así también como proteínas transportadoras de glucosa, aminoácidos, 

sodio y quizás ácidos grasos. La absorción se realiza fundamentalmente en la porción del 

intestino delgado del duodeno y del yeyuno.37 

Las enzimas disacaridasas son sintetizados en el epitelio del cepillo del borde del 

intestino de vertebrados. Separados en dos unidades, donde cada una tiene un sitio 

catalítico y es asegurado al lado citosólico de la membrana por un segmento hidrofóbico 

de un amino terminal.~ Cuatro glucosidasas han sido aisladas del borde del cepillo 

intestinal de mamíferos: Sacarosa-lsomaltasa que es un complejo de dos subunidades, 
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donde cada una hidroliza maltosa y sacarosa y otro que hidroliza isomaltosa (hay 80% de 

actividad maltasa), maltosa-glucoamilasa (y amilasa) requiere de iones cloruro (20% 

actividad maltasa). Un complejo 13-galactosldasa que es una lactasa-hetero-beta­

glicosidasa que tienen toda la actividad de lactasa. 5
• 

35 

Digestión de los Hidratos de Carbono. 

La sacarosa, la lactosa y la maltosa son hidrolizadas por disacaridasas (figura 5) del 

intestino delgado, sobre la superficie de la membrana en el cepillo del borde, en los 

enterocitos maduros presentes en las células de las vellosidades y no en las de las 

criptas. 36
• 
38 En el hombre la mayor actividad de la maltasa, sacarasa y lactasa están en el 

yeyuno, es menor en el íleon y en el duodeno. El inicio del duodeno carece de actividad 

sacarasa, isomaltasa y lactasa. El yeyuno es el sitio de.mayor absorción de disacáridos 

(maltosa, sacarosa y lactosa) en el hombre. La rata muestra el mismo patrón.36 

e NA+ 

MBC Membrana del borde 
del cepillo 

GLU Glucosa 
F 

Figura 5. DIGESTIÓN DE HIDRATOS DE CARBONO EN EL INTESTINO DELGADO. 

La asimilación de los hidratos de carbono empieza con la digestión del almidón 

intraluminalmente con la hidrólisis del almidón a oligómeros apropiados (amilosa, 
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las células absorptivas de la supeñicie del intestino delgado. El grado en que el almidón 

es digerido varia de un alimento a otro; en individuos normales entre el 2 y el 20 % no es 

completamente digerido. 37
• 

38 La sacarosa y lactosa junto con la maltosa, maltotriosa y 

dextrinas son hidrolizadas por glucosidasas presentes en superficie de la membrana del 

borde del cepillo del intestino delgado, donde la sacarosa y la lactosa se hidrolizan por 

una sola enzima y los productos de la digestión del almidón (entre ellos la maltosa) son 

hidrolizados por más de una enzima.37 

Las actividades de la sacarasa e isomaltasa se encuentran en dos cadenas de 

péptidos de la protelna sacarosa-isomaltasa, unidas por fuerzas no-covalentes; la cual 

hidroliza tanto a la sacarosa, como maltosa e isomaltosa (enlaces a-1, 6). 37
· 

38 La 

glucoamilasa hidroliza únicamente los dimeros de maltosa (enlaces a-1, 4). Los cambios 

en los niveles de la actividad hidrolitica, tanto de la sacarasa y maltasa pueden ser 

inducidas por la alimentación. 38 Los mamiferos desarrollan su actividad sacarasa y 

maltasa en la vida intrauterina, la cual aumenta después del destete.35
• ""·

30
·•

1 

La actividad de la lactasa reside en una cadena de lactasa-phorizina hidrolasa la cual 

contiene un sitio para lactasa independiente del sitio para phlorizina. 37->9 La regulación de 

las disacaridasas como en el caso de la lactasa es la reducción de su actividad con el 

desarrollo, en todos los mamiferos. >S-38 En el humano se alcanza su máxima actividad al 

nacer y va declinando con la infancia hasta los 5 atlos. Las ratas alcanzan su máxima 

actividad entre los 2-3 dias de nacida manteniéndose hasta los 14 dlas y su actividad 

declina drásticamente hacia los 21 dlas, manteniendo estos niveles en una parte de su 

edad adulta, hasta dejar de presentar actividad alguna. 38
• 

39 

Algunos estudios in vitro muestran que la actividad maltesa e invertasa de los 

homogeneizados de intestino de ratas tienen su pH óptimo en 6.3 5 y para lactasa en 

6.0.5.40 

Una lista de enfermedades asociadas con la disminución de los niveles de 

disacaridasas incluye enteritis aguda y subaguda, enfermedad celiaca, colitis ulcerativa, 

giardiasis, Kwashiorkor entre otras.""·•• 
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Métodos de Detenninación de la Actividad de las Disacaridasas. 

Algunas técnicas in vitro utilizadas para detenninar la actividad de las enzimas 

maltasa, sacarasa y lactasa se basan en el uso de un pequeño segmento invertido y 

cerrado del intestino delgado, el cual se llena previamente con una pequena cantidad de 

solución de disacarido, después se incuban; posteriormente se detennina la cantidad de 

glucosa que fue absorbida por el intestino. Esta técnica se ve limitada por los volúmenes 

utilizados y por la pobre oxigenación dentro del segmento del intestino delgado, la cual no 

se puede suministrar durante el periodo de incubación. 

Otras preparaciones in vitro incluyen porciones o membranas de las veslculas y la 

detenninación de gluoosa por un método indirecto, la cual es sencilla y rápida (en 

comparación a la mencionadas anterionnente),42 además las hidrólisis de los disacáridos 

por enzimas intestinales han mostrado una cinética de orden cero, donde la cantidad de 

producto hidrolizado fonnado durante un cierto periodo de tiempo es proporcional a la 

cantidad de enzima presente . .., En este último método la glucosa obtenida -producto de la 

hidrólisis enzimática - es evaluada colorimétricamente por el método enzimático de la 

glucosa oxidasa-peroxidasa. Una de las ventajas de ésta técnica es que la protelna 

presente en la muestra no interfieren con la lectura de la glucosa.40
• 

43 

Para evitar que está técnica se vea limitada por impurezas se puede hacer uso de 

soluciones buffer de tris-(hidroximetilaminometano). La adición de buffer Tris al método 

enzimático de la glucosa-oxidasa-peroxidasa permite el uso de éste técnica de 

detenninación de glucosa con todas las disacaridasas . .., 

Unidad de Actividad Enzimática. 

La presencia de una enzima se demuestra generalmente siguiendo la desaparición del 

sustrato o la aparición de un producto de la reacción; para ello la enzima es incubada con 

el sustrato bajo condiciones controladas a intervalos de tiempo apropiados. La actividad 

enzimática es expresada en ténninos de unidades (U). Una unidad es la cantidad de 

enzima que cataliza la conversión de un micromol de sustrato por minuto bajo condiciones 

de 37 ·c ...... 
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[ ] 

«M 

u. ._, d _, · ._, d . . µg glu x factor de dilución 
mua ue act1v1ua enz1mallca = 

60 min x 0.5 mi x unidades de glu x 180 

Las unidades de actividad enzimática se expresan en U / mi. Las unidades de glucosa 

para los casos en que el hidrolizado use sacarosa y lactosa será de 1, y de 2 para el caso 

de maltosa. Los 0.5 mi indican la cantidad de mucosa homogeneizada diluida que se 

utiliza en el ensayo. 

Para calcular la actividad especifica de una enzima se debe expresar en términos de U 

I mg proteina; los cálculos son los siguientes: 

A 
.. _, d :r. Unidaddeactividadenzimática(Ulml) ., 

ct1V1ua espec;1ca= · --- --
Concentraciónde proteína(mgl mi) 

Para ello se recomienda que se realice la determinación del contenido de proteina de 

la muestra (en miligramos). 
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METODOLOGIA 

A continuación se presenta un esquema que pennite visualizar el desarrollo 

experimental de esté trabajo y posteriormente se encontrará el desarrollo de cada una de 

las técnicas empleadas. 

Preparación 
de 
muestras 

Desarrotlo 
de 
tflcnlcas 

An•llsls 

Estadlst/co 

Separación y molienda 
de las cisc8raa de frijol 

Preparación del extracto 
de taninos del frijol. 

Determinación de 
taninos, método ISO 
964811988 

Evaluación del efecto 
de loa taninos sobre la 
actividad enzlmatlca 

Preparar diluciones del 
extracto de~ 

Sustituir los 0.14 mi de 
buffer de citratos por las 
soluciones de taninos en 
el ensayo. 

Preparación 
fracción del 
cepillo del 
Delgado 

de la 
borde del 

Intestino 

Determinación ele protelna 
por el McHodo de Lowry 

Ensayo para la determinación 
de la actividad enzlmitlca de 
las dlsacaridaaae. 

Determinar la Glucosa 
liberada por el m•lodo de 
glucosa oxldaaa peroxldaaa. 

Cálculos para determinar la actividad enzimlttica y la 
inhibición efectuada por los taninos sobre las 
dlsacarldasas. 

Anltlisis estadlstico de los resultados por medio de media, 
desviación estltndar, coeficiente de variación, anltlisis de 
varianza y prueba de rango muftiple de Duncan. 
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS 

OBTENCION DEL HARINA DE LA CASCARA DEL FRIJOL NEGRO JAMAPA. 

El método empleado para la obtención del harina de la cáscara se realiza de acuerdo a 

lo descrito por Carmona 5 y Desphande. 12 

Se pesan 50 g de frijol negro Jamapa y se coloca en un tamiz y éste a su vez en una 

autoclave, para que se expongan a la corriente de vapor generada esta última (sin 

presión} por 1 h; posteriormente se secan a 55° C por 24 h, en estufa de vaclo. Se separa 

la cáscara del frijol manualmente.5 

Las cáscaras se muelen en molino mecánico Cyclone (Udy Analyzer Company), 

utilizando una malla para obtener un tamai'\o de partlcula de 0.5 - 0.8 mm, lo cual permita 

una elevada recuperación de polifenoles. 12 

Nota: Los taninos en la muestra molida se oxidan fácilmente 12
; por ello se recomienda se 

proceda al análisis lo más pronto posible. 

PREPARACION DEL EXTRACTO DE TANINOS DEL FRIJOL NEGRO JAMAPA. 

El extracto de taninos se obtiene de acuerdo a la técnica descrita por Desphande. 12 

Se pesan 0.9 g de la cáscara molida del frijol negro dentro de un tubo de centrifuga, y 

se adicionan 30 mi de metanol (99.9% de pureza). Tapar y agitar por 20 ± 1 minutos en 

parrilla de agitación a 500 r.p.m. con un agitador magnético. Posteriormente se centrifuga 

por 10 minutos a 3000 r.p.m. Separar el sobrenadante. 

El sobrenadante obtenido se lleva a sequedad en un rotavapor a 65 ºC. La muestra se 

reconstituye en 5 mi de agua desionizada y se centrifuga a 2000 r.p.m por 10 minutos, 

para remover el material insoluble. El sobrenadante reconstituido se afora a 5 mi con el 

agua desionizada. 
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Hacer una dilución 1 : 5 de este extracto (en agua desionizada), para detenninar el 

contenido de taninos por el método ISO 9648-1988. 

HOMOGENEIZADOS DE LA FRACCION DEL BORDE DEL CEPILLO DEL INTESTINO 

DELGADO DE RATAS. 

La obtención de los extractos del intestino delgado de las ratas se basa en la técnica 

empleada por Carmona. 5 

Se usan ratas Wistar hembras. lactantes de 15 días (30 ± 3 g), recién destetadas de 21 

dias (40 ± 4 g) y jovenes de 60 días (200 ± 20 g), manteniéndose en el bioterio en jaulas 

individuales, con ciclos de luz/obscuridad 12 h/12h y se alimentaron con una dieta 

comercial Purina y agua ad /ibitum. Las ratas recién destetadas y jóvenes se dejan en 

ayuno por 12 h y las lactantes 4 horas, antes de sacrfficartas. 

Se sacrifican las ratas por dislocación de la cabeza y se extrae inmediatamente el 

intestino delgado, se lava con solución fria de cloruro de sodio (NaCI) 0.15 M; se abre el 

intestino e inmediatamente se raspa la mucosa de todo el intestino delgado con un 

portaobjetos y se adiciona solución de NaCI 0.15 M en una proporción de 4 volúmenes 

(v/m) respecto al peso de la mucosa del intestino delgado raspada. 

En un homogeneizador con pistilo de vidrio se deposita la mucosa y se homogeneiza 

manualmente (5 minutos). Se guarda en un congelador a una temperatura de -70 •e por 

24 h. En este caso el homogeneizado se descongela y homogeneiza nuevamente (2 

minutos). Se guardan las muestras en allcuotas de 1 mi a una temperatura de -70ªC. 

Nota: Mientras se trabaja la mucosa esta se debe mantener en batlo de hielo. 
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DESARROLLO DE TÉCNICAS 

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE TANINOS. 

El método ISO 9648-1988"" fue empleado para la detenninación de taninos totales en 

los extractos metanólicos de la cáscara del frijol negro Jamapa. 

1. PRINCIPIO 

Este método se basa en la extracción de taninos por agitación de una muestra 

problema con dimetilfonnamida (OMF) Después de centrifugar la muestra, se toma una 

alicuota del sobrenadante y se le adicionan citrato férrico amoniacal y solución de 

hidróxido de amonio. Para determinar el contenido de taninos se prepara una curva de 

calibración usando ácido tánico (como estándar de referencia). Tanto la curva como las 

muestras problemas se leen en el espectrofotómetro a 525 nm. 

Nota: Para las pruebas realizadas a la cáscara y cotiledón del frijol, se utiliza la técnica 

descrita tal cual indica la ISO 9648-1988; sin embargo se realiza una modificación 

en el proceso de extracción a esta técnica puesto que se usa un extracto de 

taninos para el ensayo enzimático de inhibición que proviene de la agitación con 

metanol 99.9%. 

2. REACTIVOS 

a Solución estándar de ácido tánico (2 g/L). Sigma T-0125 

Pesar 2 g de ácido tánico y llevar a 1000 mi con agua en un matraz aforado. Proteger de 

la luz. La solución sólo se puede almacenar por una semana. 
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a Solución de hidróxido de amonio ( 8 g/ L NH.). 

De un reactivo de hidróxido de amonio con 28-30% de NH3 y una densidad de 0.896 g/L, 

se deben tomar 3.1 mi de hidróxido de amonio y llevar a 100 mi con agua. 

a Solución de dimetilfonnamida (OMF) (75% v/v). 

Colocar 75 mi de DMF en un matraz aforado de 100 mi. Diluir con agua; permitir que la 

solución llegue a temperatura ambiente y después llevar al aforo. 

a Solución de citrato férrico amoniacal (3.5g/L). 

Pesar 3.5 g de citrato férrico amoniacal y llevar a 1000 mi con agua. El reactivo debe 

tener entre 17 % y 20% de hierro <:"lm). Se debe preparar 24 h antes de su uso. 

Nota: Todos los reactivos deberán ser grado analítico. El agua deberá ser destilada. 

3. EQUIPO 

Agitador mecánico Multi-stir plate 4 (Modelo SP-13025). con agitador magnético. 

Autoclave. 

Balanza analitica. 

Centrifuga Sorvall (Modelo Super T 21). 

Espectrofotómetro Sequoia-Tumer (Modelo 340), con celdas de 1 cm. 

Estufa de vaclo Duo-Vax Oven (Modelo 3620). 

Malla, con tamaño de parUcula de 0.8 mm. 

Molino Cyclone (Modelo CSM 564026). 

Pipetas automáticas (1-5 mi y 1- 10 mi). 

Vortex. 
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4. DETERMINACION DE TANINOS EN EL EXTRACTO METANOLICO OBTENIDO DEL 

FRIJOL NEGRO JAMAPA. 

A continuación se muestran las modificaciones realizadas a la técnica ISO 9648-1988, 

para la determinación de taninos en solución acuosa proveniente del extracto metanólico 

(ver preparación de muestras). 

Blanco de la muestra. Tomar 1 mi del extracto de taninos del frijol negro Jamapa 

diluido 1 :5 con una pipeta automática y colocarlo en un tubo de ensaye. Agregar 5 mi de 

agua, 1ml de solución de DMF y 1 mi de solución de hidróxido de amonio, agitar por unos 

segundos en el vortex. 

Muestra. Tomar 1 mi de la muestra diluida 1:5 (se hizo una modificación de la técnica 

original, ya que la muestra proviene de un extracto metanólico y no del extracto con DMF) 

con pipeta automática y colocarlo en un tubo de ensaye. Agregar 4 mi de agua, 1 mi de 

solución de DMF y 1 mi de la solución de citrato férrico amoniacal, agitar por unos 

segundos, haciendo uso del vortex; posteriormente adicionar 1 mi de solución de 

hidróxido de amonio y agitar nuevamente unos segundos haciendo uso del vortex. Dejar 

reposar los tubos a temperatura ambiente por 10 minutos. 

Medir la absorbancia del blanco de la muestra y de las muestras a 525 nm. El 

resultado es la diferencia entre la absorbancia de la muestra y la absorbancia del blanco 

de la muestra. Para conocer el contenido de taninos en la muestra se hace uso de una 

curva patrón usando ácido tánico (como estándar de referencia). 

Nota: Se realizará un blanco de cada muestra y las deterrninaciones en la muestra serán 

por triplicado. 

5. PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION (CON ACIDO TANICO). 

Se preparan 6 matraces volumétricos de 25 mi y se usaran pipetas graduadas para 

adicionar respectivamente O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, mi de la solución de ácido tánico (2 mg/ml), 

y se llevará hasta la marca de aforo con DMF. La escala de concentración asl obtenida le 
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corresponden los contenidos de ácido tánico de O, 80, 160, 240, 320, 400, 480, 560 µg /mi 

respectivamente. 

De cada uno de los matraces tomar 1 mi de solución e introducirlos en un tubo de 

ensaye. Alladir 5 mi de agua y 1 mi de citrato férrico amoniacal a cada tubo; agitar por 

unos segundos haciendo uso de un vortex. Atladir 1 mi de solución de hidróxido de 

amonio a cada tubo, agitar nuevamente con el vortex por unos segundos. Dejar reposar 

tos tubos a temperatura ambiente por 10 minutos. 

Leer las absorbancias a una longitud de onda de 525 nm. Trazar una gráfica de 

absorbancia contra concentración de ácido tánico (expresado como µg de ácido tánico). 

Nota: La curva puede no pasar por el origen, sin embargo no deberá de ser corregida 

por el cero de la escala. 

7. CALCULOS. 

A la absorbancia obtenida de la muestra se le resta la absorbancia de su blanco. 

La concentración de la muestra, se lee a partir de la curva patrón hecha con ácido 

tánico y los resultados se expresan en microgramos de equivalentes de ácido tánico por 

mililitro 

La concentración obtenida de la muestra se multiplica por el factor de dilución. El 

resultado se convierte de microgramos a miligramos. 
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DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE LOWRY. 

Para la determinación de la protefna presente en las muestras de intestino delgado se 

basó en la técnica de Lowry . ., 

1. PRINCIPIO. 

Este método combina el uso de la reacción de biuret, donde las protelnas reaccionan 

con los iones cobre en medio alcalino, con la reducción del reactivo fenol Folin-Ciocalteu 

(ácido fosfomolibdico-fosfotungstico) por la tirosina y el triptofano. Para determinar el 

contenido de protefna se prepara una curva de calibración usando álbumina sérica bovina 

(como estándar de referencia). Tanto la curva como las muestras problemas se leen en el 

espectrofotómetro a 750 nm. 

2. REACTIVOS. 

a Solución de hidróxido de sodio (O.Bmol I L). 

Disolver 32 g de hidróxido de sodio (NaOH) en agua y llevar a 1000 mi. 

a Reactivo A. 

Disolver 0.2 g de tartrato disódico dihidratado (Na:zC.~Oa • 2 H,,O) y 10 g de carbonato 

de sodio Na2CO. en 69 mi de solución de hidróxido de sodio (O.Bmol / L) y llevar a 100 mi 

con agua. 

a Reactivo B. 

Disolver 2 g de tartrato disódico (Na:zC.H.Oa • 2 H,,O) y 1 g de sulfato de cobre 

pentahidratado (Cuso.• 5 H20) en 12.5 mi de solución de hidróxido de sodio (0.8mol/L), 

llevar a 100 mi con agua. Almacenar protegido de la luz. 
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a Reactivo Mezcla. 

Mezclar 25 volúmenes de solución de hidróxido de sodio (0.8mol / l), 18 volúmenes de 

reactivo A y 2 volúmenes de reactivo B. Preparar inmediatamente antes de su uso. 

a Reactivo C. 

Diluir 1 volumen de reactivo Folin-Ciocalteu comercial con 2 volúmenes de agua. Esta 

mezcla deberá prepararse diariamente inmediatamente antes de su uso. 

a Solución estándar de Albúmina Sérica Bovina. Sigma A-3425. 

Disolver albúmina sérica bovina con agua y llevar a una concentración de 1 mg/ml. Para 

alcanzar esta concentración se pesó 0.0108 g de albúmina sérica bovina y se lleva a 10 

mi con agua destilada. 

A partir de esta solución se prepara la curva patrón. 

a Solución salina (0.15 M). 

Disolver 8.766 g de cloruro de sodio en agua y llevar a 1000 mi. 

Nota: Todos los reactivos deberán ser grado analitico. El agua deberá ser destilada. 

3. EQUIPO. 

Balanza analltica. 

Centrifuga Sorvall (Modelo Super T 21). 

Espectrofotómetro Sequoia Tumer (Modelo 340), con celdas de 1 cm. 

Homogeneizador con pistilo de vidrio Pyrex con capacidad de 40 mi. 

Pipetas automáticas (100-1000 µl, 1-5 mi y 1- 10 mi). 
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4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA EN LOS HOMOGENEIZADOS 

DE LA MUCOSA DEL INTESTINO DELGADO DE RATAS. 

A 1.2 mi de homogeneizado diluido (nota 2); adicionar 0.9 mi de reactivo mezcla y 

agitar en vortex, adicionar 0.6 mi de reactivo C y agitar inmediatamente, adicionar 

nuevamente 0.6 mi de reactivo C y mezclar vigorosamente; incubar por 45 minutos 

protegiéndolos de la luz. 

Leer las absorbancias de las muestras problema en un espectrofotómetro a 750 nm. 

Se debe ajustar el espectrofotómetro con el blanco de reactivos de la curva patrón. 

Para conocer el contenido de proteina en la muestra se hace uso de una curva patrón 

usando albúmina sérica bovina. 

Nota 1: Las determinaciones se harán por triplicado, para cada muestra problema. 

Nota 2: Para la determinación de proteína por este método se proceden a hacer 

diluciones del homogeneizado concentrado, donde se busca que las soluciones 

tengan un contenido de 0.01 a O. 1 mg J mi de proteína. En este estudio se 

usaron diluciones de 1 :400 

5. PREPARACION DE LA CURVA PATRON DE ALBUMINA. 

Preparar soluciones con concentraciones de O, 5, 20, 40, 60, 80 y 100 µg I mi, a partir 

de la solución de albúmina sérica bovina (1mg/ml). 

A 1.2 mi de cada solución estándar; añadir 0.9 mi de reactivo mezcla y agitar en 

vortex, adicionar 0.6 mi de reactivo C y agitar inmediatamente, adicionar nuevamente 0.6 

mi de reactivo C y mezclar vigorosamente; incubar por 45 minutos protegiéndolos de la 

luz. 

Leer las absorbancias a 750 nm, usando el espectrofotómetro contra blanco de 

reactivos. 

Trazar gráfica de absorbancia contra concentración de albúmina sérica bovina 

(expresado como µg de albúmina sérica bovina). 
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6. CÁLCULOS. 

La concentración de protelna de la muestra se lee a partir de la curva de calibración y 

los resultados se expresan en µg proteina/ mi. 

Este resultado se multiplica por el factor de dilución. El resultado se convierte de 

microgramos a miligramos. 
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DETERMINACION DE GLUCOSA POR EL llETOOO DE GLUCOSA OXIDASA 

PEROXIDASA. 

Esta determinación colorimétrica utilizó la técnica de Trinder 53 con modificaciones de 

Dahlqvist 43 y Bergmeyer. 45 

1. PRINCIPIO. 

glucosa + 0 2 + H20 _Goo_--> ácido glucónico + H202 

H,o, + fenol + 4-aminofenazona _Poo---.. cromógeno rojo + 2 H 20 

Para determinar la concentración de glucosa liberada en el ensayo enzimático, la 

glucosa es oxidada por la glucosa oxidasa (GOD) en solución acuosa a ácido glucónico y 

peróxido de hidrógeno. El peróxido de hidrógeno reacciona en presencia de la peroxidasa 

(POD) con el fenol y la 4-aminofenazona, para formar un cromógeno rojo. 

La intensidad del color que se desarrolla es proporcional a la concentración de glucosa 

y puede ser medida en el espectrofotómetro a 520 nm. 

2. REACTIVOS 

o Reactivo "A" de glucosa oxidasa peroxidasa (Hycel No. 70408), para mattasa y 

lactasa. 

Disolver el contenido del frasco con agua destilada, aforar a 500 mi. 

o Buffer Tris (0.5 mol/ L. pH = 7.0). 

Disolver 61 g Tris en 85 mi de ácido clorhídrico, 5 mol/L, y diluir con agua a 1000 mi; si es 

necesario ajustar el pH a 7.0 
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a Reactivo ·e· de glucosa oxidasa peroxidasa (Hycel No. 70408), para sacarasa. 

Disolver el contenido del frasco en 50 mi de agua a temperatura ambiente, aforar a 500 mi 

con buffer Tris pH 7.0. 

a Solución estándar de glucosa (10 mg/ml). J.T. Baker, No. 50-99-7 

Disolver 100 mg de glucosa anhidra en agua y llevar a 1 O mi. 

Nota: Todos los reactivos deberán ser grado analitico. El agua para la preparación de 

los reactivos debe ser destilada. 

3. EQUIPO. 

Baño de agua INVR Brand lnmersion Circulators (Modelo 1112). 

Centrifuga Sorvall (Modelo Super T 21). 

Espectrofotómetro Sequoia Turner (Modelo 340), con celdas de 1 cm. 

Pipetas automáticas (50-200 µL, 100-1000 µL, 2-10 mi) 

Vortex 

4. DETERMINACION DE LA GLUCOSA LIBERADA EN LOS HIDROLIZADOS DEL 

ENSAYO ENZIMATICO DE LAS DISACARIDASAS. 

ENZIMAS: MAL TASA Y LACTASA. 

En un tubo de ensayo adicionar 0.2 mi del hidrolizado obtenido en el ensayo 

enzimático de las disacaridasas (el cual se explica en páginas posteriores) y agregar 2.5 

mi de reactivo A de glucosa-oxidasa-peroxidasa (el cual debe estar a temperatura de 

37ºC), mezclar por agitación en un vortex e incubar a 37ºC por 10 min. Dejar reposar 20 

min. y leer en el espectrofotómetro a 520 nm contra blanco de reactivos. 
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ENZIMA: SACARASA 

En un tubo de ensaye adicionar 0.5 mi del hidrolizado y agregar 2.5 mi de reactivo B 

de glucosa-oxidasa-peroxidasa (a temperatura de 37ºC), mezclar por agitación en un 

vortex e incubar a 37ºC por 10 min. Dejar reposar 20 min. y leer en el espectrofotómetro a 

520 nm contra blanco de reactivo. 

5. CURVA PATRÓN DE GLUCOSA. 

PARA DETERMINAR LA GLUCOSA LIBERADO EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE 

LA MAL TOSA Y LACTOSA 

A partir de una solución estándar de glucosa concentrada (10 mg/ml) realizar una 

dilución 1:10 para tener una solución de glucosa de 1mg/ml y tomar alícuotas de 0.5, 0.4, 

0.3, 0.2, 0.1 mi y llevar a 1 mi con agua desionizada. 

Para la determinación de glucosa se toman 0.2 mi de las diluciones anteriores, las 

cuales tendrán concentraciones de 100, 80, 60, 40 y 20 µg, respectivamente, a las que 

posteriormente se les agregan 2.5 mi de reactivo de glucosa-oxidasa-peroxidasa 

(previamente llevado a 37ºC), mezclar e incubar a 37ºC por 10 min. Dejar reposar 20 min. 

y leer en el espectrofotómetro a 520nm. 

El blanco de la curva (de reactivos) se obtiene al adicionar 0.2 mi de agua desionizada 

y 2.5 mi de reactivo de glucosa-oxidasa-peroxidasa. El cual se mezcla e incuba a 37ºC 

por 10 min. y se lee a 520 nm. 

El espeetrofotómetro se debe de ajustar con el blanco de reactivos de la curva patrón. 

PARA DETERMINAR LA GLUCOSA LIBERADA EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA 

SACAROSA 

A partir de una solución estándar de glucosa concentrada (10 mg/ml) realizar una 

dilución 1:10 para tener una solución de glucosa de 1mg/ml y tomar alicuotas de 0.5, 0.4, 

0.3, 0.2, 0.1 mi y llevar a ·1 mi con agua desionizada. 
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Para la detenninación de glucosa se toman 0.2 mi de las diluciones anteriores, las 

cuales tendrán concentraciones de 100, 80, 60, 40 y 20 µg, respectivamente, y 

adicionarles 0.3 mi de buffer Tris (para contrarrestar la dilución efectuada por le buffer 

Tris, al detener la reacción en el ensayo para determinar la actividad enzimática) y 

posterionnente agregar 2.5 mi de reactivo de glu~xidasa-peroxidasa (previamente 

llevado a 37ºC), mezclar e incubar a 37ºC por 10 min. Dejar reposar 20 min. y leer en el 

espectrofotómetro a 520nm. El blanco de la curva (de reactivos) se obtiene al adicionar 

0.2 mi de agua desionizada con 0.3 mi de buffer Tris pH 7.0 y 2.5 mi de reactivo de 

glucosa-oxidasa-peroxidasa. Se mezcla e incuba a 37°C por 10 min. Posteriormente se 

leea 520 nm. 

El espectrofotómetro se debe de ajustar con el blanco de reactivos de la curva patrón. 

6. CÁLCULOS 

Las curvas patrón de glucosa se elaboran con al menos 4 estándares de glucosa de 

concentraciones entre los 0-100 µg de glucosa y se leen en un espectrofotómetro a 520 

nm. Se elabora una gráfica de concentración contra absorbancia. 

La concentración de glucosa en microgramos por mililitro de la solución evaluada 

(muestra menos el blanco), se lee a partir de ta curva de calibración. 

Este resultado se multiplica por el factor de dilución. Et resultado se convierte de 

microgramos a miligramos. 
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ENSAYO ENZlllATICO EN LAS DISACARIDASAS Y EVALUACIÓN DEL EFECTO DE 

LOS TANINOS EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 

El ensayo para determinar la actividad enzimática de las disacariclasas y el efecto 

inhibitorio de los taninos, utilizan las técnicas empleadas por Carmona. • 

1. PRINCIPIO. 

Disacárido + H20 __ 01SACARiDASA __ __. glucosa + monosacárido 

Este método se basa en la incubación de un disacárido (maltosa, sacarosa, lactosa), 

con la disacaridasa apropiada, seguida de un ensayo de liberación de glucosa en 

condiciones adecuadas de temperatura y tiempo. 

La glucosa liberada en el ensayo enzimático se deteonina por el método de glucosa 

oxidasa peroxidasa. 

2. REACTIVOS. 

a Buffer de citratos pH= 6.0, (0.1 M)52
• 

Disolver 0.265 g de ácido citrico monohidratado y 2.9282 g de citrato de sodio dehidratado 

en agua y llevar a 100 mi. Ajustar a pH 6. Guardar en refrigeración, protegido de la luz. 

a Buffer de citratos pH = 6.3, (0.1 M)52
• 

Disolver. 0.1583 g de ácido cftrico monohidratado y 3.0984 g de citrato de sodio 

dehidratado en agua y llevar a 100 mi. Ajustar a pH 6.3. Guardar en refrigeración, 

protegido de la luz. 

a Solución de maltosa (50 mg I ml).Sigma M-5885. 

Disolver 0.5263 g de maltosa monohidratada en buffer de citratos pH 6.3 y llevar a 10 mi 

con buffer pH 6.3. Guardar en refrigeración. 
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o Solución de sacarosa (50 mg I mi). Sigma S-7903. 

Disolver 0.5 g de sacarosa anhidra en buffer de citratos pH 6.3 y llevar a 10 mi. Guardar 

en refrigeración. 

o Solución de lactosa (50 mg I mi). Sigma L-3625. 

Disolver 0.5263 g de lactosa monohidratada en buffer de citratos pH 6.0 y llevar a 10 mi. 

Guardar en refrigeración. 

o Ácido clorhídrico (5 mol I L) 

Tomar 41.5 mi de ácido clorhfdrico (PM. 36.46 g/mol, 37 % ácido clorhfdrico y densidad 

1.187 g/ml) y llevar a 100 mi. 

o Buffer Tris (0.5 mol/ L, pH = 7.0). 

Disolver 61 g Tris en 85 mi de ácido clorhfdrico, 5 moVL, y diluir con agua a 1000 mi; si es 

necesario ajustar el pH a 7.0 

o Solución salina (0.15 M). 

Disolver 8. 766 g de cloruro de sodio en agua y llevar a 1000 mi. 

o Solución de taninos del frijol negro Jamapa (1 mg/ml). 

Del extracto de taninos obtenido anteriormente (ver preparación muestras), realizar la 

dilución respectiva para obtener esta concentración de 1 mg /mi, expresado como 

equivalentes de ácido tánico (E.A.T.). 

Nota: Todos los reactivos deberán ser grado analitico. El agua para la preparación de 

los reactivos debe ser destilada. 

3. EQUIPO. 

Bal'lo de agua, VWR Brand lnmersion Circulators (Modelo 1112). 

Centrifuga Sorvall (Modelo Super T 21). 

Espectrofotómetro Sequoia Tumer (Modelo 340), con celdas de 1 cm. 

Homogeneizador con pistilo de vidrio, Pyrex con capacidad de 40 mi. 
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Pipetas automáticas (50-200 µL, 100-1000 µL, 2-10 mi) 

Vortex 

4. PREPARACION DE LOS HIDROLIZADOS DE LAS DISACARIDASAS. 

MAL TASA 

METODOLOGIA 

En un tubo de ensaye se prepara la mezcla de ensayo en la que se adicionan: 0.5 mi 

de la fracción del borde del cepillo diluida- usado como fuente de enzima -, 0.36 mi de 

solución de maltosa (50 mg/ml) y 0.14 mi de buffer de citratos 0.1 M a pH 6.3. La reacción 

empieza con la adición de la solución de maltosa. La mezcla se incubada a 37ºC por 60 

min. La reacción se interrumpe al colocar los tubos de las muestras por 4 minutos en un 

baño de agua hirviendo (92 ± 1 ºC). 

El blanco de la muestra se obtiene al adicionar el sustrato y meter inmediatamente el 

tubo al baño de agua hirviendo, dejarlo durante 4 min. Esto tiene como propósito corregir 

las lecturas al determinar la cantidad de glucosa libre presente en la fracción del borde del 

cepillo del intestino delgado y del sustrato. 

Para determinar la concentración de glucosa liberada en la muestra se hace uso del 

método de glucosa Oxidasa Peroxidasa (explicado anteriormente). 

Nota: Las diluciones respectivas son: 1:70 en ratas lactantes, 1:100 para ratas recién 

destetadas y 1: 150 para ratas jóvenes. 

SACARASA 

En un tubo de ensaye adicionar 0.5 mi de la fracción diluida del borde del cepillo -

como fuente de enzima -. 0.36 mi de solución sustrato de sacarosa (50mg/ml) y 0.14 mi 

de buffer de citratos pH 6.3. La reacción empieza con la adición de la solución de 
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sacarosa, la mezda de reacción se incuba a 37ºC por 60 min. La reacción se detiene al 

adicionar 1.5 mi de buffer Tris pH 7.0 a las muestras (nota 2). 

El blanco de la muestra se obtiene al adicionar al tubo los 1.5 mi de buffer Tris pH 7.0, 

inmediatamente después de adicionar el sustrato. Para corregir las lecturas al determinar 

la cantidad de glucosa libre presente en la fracción del borde del cepillo del intestino 

delgado y del sustrato. 

Para determinar la concentración de glucosa liberada en la muestra se hace uso del 

método de glucosa oxidasa peroxidasa (descrito anteriormente). 

Nota 1: Las diluciones son: 1:5 en ratas lactantes, 1:10 para las ratas recién destetadas y 

1 : 15 para las ratas jóvenes. 

Nota 2: El usar el buffer Tris pH 7.0 tiene la doble función de interrumpir la actividad de la 

disacaridasa al final del periodo de incubación e inhibir la actividad de 

disacaridasas contaminantes propias del reactivo que puedan limitar su uso con 

todas las disacaridasas. 

LACTASA 

En un tubo de ensaye adicionar 0.5 mi de la fracción del borde del cepillo diluida, como 

fuente de enzima, 0.36 mi de solución sustrato de lactosa (50 mg/ml) y 0.14 mi de buffer 

de citratos pH. 6.0. La reacción empieza con la adición de la solución de lactosa y la 

mezcla de ensayo se incuba a 37ºC por 60 minutos. La reacción se interrumpe al colocar 

los tubos de las muestras en agua hirviendo (92 ± 1 ºC) durante 4 min. 

El blanco de la muestra se obtiene al adicionar el sustrato y meter inmediatamente el 

tubo al agua hirviendo y dejarlo por un tiempo de 4 min. Con la finalidad de corregir las 

lecturas al determinar la cantidad de glucosa libre presente en la fracción del borde del 

cepillo del intestino delgado y del sustrato. 

Para determinar la concentración de glucosa liberada en la muestra se hace uso del 

método de glucosa oxidasa peroxidasa (ver determinación de glucosa). 
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Nota: Las diluciones en estos ensayos fueron: ratas lactantes 1:20, ratas recién 

destetadas de 1:3 y en ratas jóvenes de 1:5. 

5. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LOS TANINOS DEL FRIJOL NEGRO JAMAPA 

Tomar 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 mi del extracto de taninos (1 mg/ml) y llevar a 1.4 mi 

con agua desionizada o buffer de citratos al pH respectivo, para tener concentraciones de 

100, 80, 60, 40, 20 y 10 µg/0.14 mi. En esta detenninación se sustituyen los 0.14 mi de 

buffer de citratos por los 0.14 mi de la respectiva solución de taninos en solución acuosa. 

El experimento se sigue confonne se indica en la preparación de hidrolizados de la 

mezcla de ensayo. 

Se corrigen las lecturas al determinar la cantidad de glucosa libre presente en la 

fracción del borde del cepillo del intestino delgado, as( como, del sustrato y de la solución 

de taninos. 

Nota: Tanto el blanco de reactivos (corrección por glucosa en fracción del borde del 

cepillo del intestino delgado y del sustrato), como el blanco de la muestra (ensayo 

libre de taninos) llevan los 0.14 mi de buffer de citratos al pH correspondiente. 

6. CALCULOS ACTIVIDAD ENZIMATICA. 

La cantidad de glucosa liberada (muestra menos el blanco) es medida a partir de la 

curva estándar. 

La actividad enzimática se expresa frecuentemente en ténninos de unidades (U). 

Donde una unidad de actividad disacaridasa es la conversión de un micromol de 

disacarido por minuto a 37 ºC. 

. . . . . [ µg glu >< factor de dilución ] Unidad deaclrvidad enz1ma11ca = -·--:-·· 
/ 60 mm x 0.5 m x unidades de glu x 180 
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Las unidades de actividad enzimático se expresan en U / mi. Las unidades de glucosa 

será de 1 para los casos en que el hidrolizado use sacarosa y lactosa y de 2 para el caso 

de maltosa. Los 0.5 mi indican la cantidad de mucosa homogeneizada diluida que se 

utiliza en el ensayo. 

A 
.. _, d ífi Unidadesdeactividadenzimática(Ulml) 

ct1v1ua espec11ca= ·----··-­
Concentración de proteína (mg /mi) 

Para calcular la actividad especifica de una enzima se expresa en términos de U I mg 

de proteína. 

7. CALCULOS DEL EFECTO DE LOS TANINOS SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 

(% INHIBICIÓN). 

La cantidad de glucosa formada (muestra menos el blanco y en su caso menos la 

absorbancia de la solución de taninos) es medida a partir de la curva estándar. 

Para calcular el porcentaje de inhibición se hace uso de la siguiente formula: 

70 n 1 1ct0nenz1mat1ca= -- -------·- · -- ----~ oJ l h"b" . . . • . [100-(Actividad específica del ensayo con Taninos x 100) J 
Actividad específica del ensayo libre de Taninos 

Se debe determinar el % de inhibición enzimático para cada uno de los ensayos en 

que se adicionó una solución con equivalentes de ácido tánico (10, 20, 40, 60, 80 y 100 

µg E.A.T) 
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A N Á L 1 S 1 S E S T A D Í S T 1 C O. 

Los análisis estadfsticos aplicados a los resultados obtenidos en este trabajo fueron los 

siguientes: media, desviación estándar, coeficiente de variación, análisis de varianza para 

clasificación de una vfa y prueba de rango multiple de Duncan; haciendo uso del 

programa estadlstico Statgraphics versión 5.0. 51 

45 



CAPITULO V 

RESULTADOS 
y 

DISCUSIÓN 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

DETERMINACIÓNES EN LAS MUESTRAS DE FRIJOL. 

Se encontró que la porción de la cáscara del frijol representa un 9-11 % y el restante 

porcentaje del peso total de la semilla es del cotiledón. 

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE TANINOS 

Curva Patrón. 

Para evaluar el contenido de taninos por medio de la técnica IS0-9648-1988, se 

preparó una curva patrón con soluciones estándares de ácido tánico con concentraciones 

de O a 560 µg I mi (gráfica 1) presentando una respuesta lineal entre estos limites de 

detección. Por medio de esta técnica los resultados de los extracto problema se expresan 

como equivalentes de ácido tánico. 

,--~urv~ patrón de ácido tanteo para la determinación de taninos en la cáscara del 
frljol negro jamapa. 

~ 
"' N 
!!!. .. 
~ 

0.8 

0.6 

0.4 

y= 0.0011• + 0.2038 
R' = 0.9991 

j 
0.2 

o +----~----J o 200 400 600 
Mlcrogramos de icido tánlco I mi 

Grafica 1. Para detenninar el contenido de taninos en el extrado metan61ico se usan solucioneS estándar con 

concentraciones de o. 80, 160, 240, 320, 400, 480, 560 µg de ácido tánlco, en las condiciones de 10 minutos 

de incubación a temperatura ambiente. 
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Determinación en las muestras. 

Con esta técnica se determinó el contenido de taninos totales tanto de la cáscara como 

del cotiledón, ya que en el frijol no sólo se encuentran taninos condensados, sino también 

taninos hidrolizables. 

En la tabla 1, se presentan los resultados del contenido de taninos tanto de la cáscara 

como del cotiledón y se observa que los taninos se concentran en el extracto de la 

cáscara de los frijoles. Asi también al evaluar los taninos del extracto del cotiledón la 

concentración no fue cuantificable debido a que presentó una absorbancia menor a la del 

blanco de la curva estándar; lo cual indica que los compuestos polifenólicos están 

estrechamente ligados a la pigmentación de la cáscara del frijol en estudio. 

Tabla 1. EVALUACIÓN DEL CONTENIDO DE TANINOS TOTALES EN LAS 

FRACCIONES DE FRIJOL NEGRO JAMAPA. 

Fracción frijol negro 
Jamapa 

Cáscara 

Cotiledón 

Contenido de taninos 
totales 

(g E.A.T.* / 100 g muestra) 

1.64 

N.C.2 

Desviación estándar 

0.01966 

Se hizo en dos extractos por triplicado, en las condiciones de 1 O minutos de incubación a temperatura 

ambiente. Los resultados están expresados como equivalentes de ácido tánlco. • 
1 %C. V.<1.2 
2 No cuantificable 

Se considera que la técnica ISO para determinar el contenido de taninos totales es 

muy precisa ya que el coeficiente de variación entre las muestras es muy bajo. 

Para evitar errores al cuantificar el contenido de taninos totales en las muestras, es 

necesario hacer una nueva curva patrón de ácido tánico cada que se haga una 

determinación a las muestras de la cáscara del frijol; además, es necesario cuidar muy de 

cerca la vida útil de los reactivos para no alterar los resultados de las muestras. Cabe 

sel'\alar que es muy importante cuidar las muestras al realizar la agitación, ya que podría 
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ser otra variable que afecte esta determinación, por una deficiente extracción de los 

taninos. 

Al realizar las determinaciones de la actividad de las disacaridasas se encontró el 

problema de que la DMF es un solvente muy tóxico y al quedar posibles residuos 

afectarla el ensayo con las disacaridasas; por lo que se procedió a evaluar la posibilidad 

de usar un disolvente diferente. Para este fin se usaron extractos con: a) Metano! 

acidificado con 1% de HCI, con el cual se logra una mayor recuperación de taninos totales 

sin embargo no se reconstituye completamente en el agua desionizada; b) El metano! 

absoluto, donde si se logra una reconstitución completa en el agua desionizada, aun 

cuando se tiene una menor recuperación de taninos totales. En la bibliografia se reporta 

que el metano! acidificado con 1 % de HCI también arrastra otros compuestos no fenólicos 

a diferencia del metano! absoluto, 12 el cual es usado como solvente de extracción en 

métodos para la evaluación de taninos como el de vainillina. Los resultados anteriores, 

muestran que la mejor opción como disolvente después de la DMF, es el metano! 

absoluto, aunque la recuperación es menor. 

Conforme a lo anterior, se buscó obtener un extracto como se indica en la 

metodologfa, por lo cual el extracto metanólico (b) se destila a sequedad en un rotavapor 

(con vaclo) en baño de agua a una temperatura de 60 ºC y posteriormente se 

reconstituyeron en 5 mi de agua desionizada con una concentración de taninos totales 2: 1 

mg de E.A T. I mi de la cáscara del frijol negro, la cual se uso posteriormente en el ensayo 

de evaluación del efecto de los taninos sobre la actividad de las disacaridasas. 
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DETERMINACION DE PROTEINA 

Curva Patrón. 

Al evaluar la protelna presente en el extracto de la mucosa Intestinal haciendo uso del 

método de Lowry, se encontró que la curva patrón realizada en esta técnica permite 

obtener datos lineales dentro del rango de O y 100 µg de albúmina sérica bovina (Gráfica 

2). 

0.6 

~ 0.5 
E 
e 
~ 0.4 
t::. .. 0.3 ·o 
e .. -e 0.2. 
SI 
.e 
< 0.1 

CuNa patrón de albúmina sérica bovina, para la determinación de protelna en los 
ensayos de disacaridasas. 

y = 0.0048x + 0.0098 
R2 = 0.9978 

o ~-=--~~~~~~~~~~~~--.~~~~~~~~~~~~~~--! 
o 20 40 60 80 100 120 

Microgramos de albúmina sérica bovina / ml 

Gráfica 2. Para cuantificar la protelna presente en los homogeneizados del intestino delgado se usan 

soluciones estándar de albómlna sé rica bovina con concentraciones de o, 5, 1 O, 20, 40, 60, 80 y 100 µg en las 

condiciones de 45 minutos de incubación a temperatura ambiente protegidas de la luz. 

Determinación en las muestras. 

Las determinaciones por sextuplicado (sobre un mismo extracto) del contenido de 

protelna en los homogeneizados de la mucosa del intestino delgado de ratas por este 

método, se encontró un contenido de protelna de 4.92 ± 0.108 mg/ml de muestra, que 
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presentan un coeficiente de variación del 2.2%, lo que indica precisión en la 

determinación. 

Para lograr óptimos resultados en esta técnica la curva patrón se debe de elaborar 

todos los días en que se realicen determinaciones de protelna en la muestra, además es 

importante considerar que al preparar las soluciones de albúmina sérica bovina se debe 

evitar lo más posible la formación de espuma, para lograr el aforo exacto. 
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DETERMINACIÓN DE GLUCOSA. ENSAYO ENZIMATICO 

Curva patrón glucosa. 
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Gráfica 3. Condiciones de Incubación a 37 ·e por 1 O minutos. 

Al evaluar la glucosa presente en el extracto de la mucosa intestinal haciendo uso del 

método de glucosa-oxidasa-perosldasa, se encontró que la curva patrón realizada en esta 

técnica permite obtener datos lineales dentro de los Hmites de detección de O y 100 µg de 

glucosa (Gráfica 3). 

Determinación en las muestras. 

Para la determinación de la actividad enzimática se empleo un método de hidrólisis de 

las disacaridasas, usando como sustrato el disacárido respectivo en condiciones de 60 

minutos a 37 ºC y pH 6.3 para la maltasa y la sacarasa y pH 6.0 para la lactasa; donde la 

cantidad de producto hidrolizado (glucosa) es proporcional a la cantidad de enzima 

presente.43 
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Posteriormente se midió la glucosa liberada, por el método colorimétrico de glucosa 

oxidasa peroxidasa, los resultados se expresan por mililitro de hidrolizado. 

Para Jos ensayos tanto de Ja maltasa, sacarasa y Jactasa, en las condiciones descritas 

en la metodologla se encontró que la liberación de glucosa es lineal con respecto al 

tiempo (condiciones de estudio de 60 minutos, a 37 ºC), donde es muy importante 

respetar Jos tiempos de incubación y que todos Jos reactivos estén a 37 ºC para lograr una 

óptima liberación de glucosa. En la gráfica 4 se muestra un ejemplo de las curvas de 

liberación obtenidas en el ensayo, donde se confinna que las condiciones de estudio son 

las adecuadas para determinar Ja actividad enzimática para cualquiera de las 

disacaridasas en estl1dio. 
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Curva de liberación promedio de glucosa. Hidrólisis enzimtltica de la Lactosa 
en ratas de 15 dlas. 
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y= 7.1811x-9.8179 
R2 •0.9974 

20 30 "'º 50 60 

Tlen..,a (minutos) 

Gráfica 4. Curvas de liberación de glucosa en condiciones de: 0.5 mi de extracto enzimático diluido, 0.36 mi 

de sustrato en oonoentración de 50 mg/ml Leclosa y 0.14 mi de buffer de citratos pH 6.0. Donde la 

concentración de glucosa en µgt mi de hldrollzado se midió a Jos O, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 mln de Incubación 

a 37 •c. Se usaron n = 3 ratas y las delenninaciones se hicieron por duplicado. 

En el caso de que los hidrolizados presenten turbiedad por precipitación de la protelna 

después de que Ja actividad de la disacaridasa ha sido interrumpida por calor (agua en 
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ebullición) y antes de detenninar la glucosa liberada, se puede centrifugar el hidrolizado 

para aclarar la muestra y que no interfiera en la lectura de glucosa en la muestra, como 

podrla ser en los casos en que las disacaridasas presenten una baja actividad enzimática 

y se requiere de una muestra más concentrada para realizar el ensayo de liberación de 

glucosa. 

Al evaluar la actividad enzimática de las disacaridasas del intestino delgado de las 

ratas en términos de micromoles de disacárido hidrolizado por minuto a 37 ºC por mg de 

protelna se observó una variación en la actividad de la enzima conforme va creciendo la 

rata, la cual es presentada en la gráfica 5. 

- . ·-··-·-1 
Actividad Especifica de las Disacaridasas del Intestino Delgado de 1 

Ratas 

lklidad de 

0.35 

0.3 

actividad 0.2 
especifica 

(LVmg) 
0.1 

0.05 

o.IL~~==~~:.,._~~~~~!:_~ 

15 dlas 21 dlas 2 meses 

I • Ma~~-i:JSacarasa • Lactasa J Edad de las ratas 

Gráfica 5. Efecto de la edad en la eclividad de las disacaridasas del Intestino delgado de ratas. En condiciones 

de 0.5 mi de extracto enzimático diluido, 0.36 mi de sustrato en concentración de 50 mg/ml (Mattosa, 

Sacarosa o Laclosa) y 0.14 mi de buffer de citratos (pH 6.3 para Sacarasa y Mattasa y pH 6.0 para ladasa) a 

los 60 mio de ~a 37"C. Se usaron n = 3 ratas y las determinaciones se hicieron por duplicado. 

En el caso de la maltasa se observa que la rata si presenta actividad a los 15 días, y 

que esta alcanza su máximo a los 21 dlas, llegado el momento de su destete, esto debido 

a que las ratas comienzan a recibir alimento a los 18 días de nacidas; posteriormente hay 
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una disminución en la actividad a los 2 meses, donde, se supone los valores de actividad 

enzimática han alcanzado los niveles de una rata adulta y permanecerán más o menos 

estables. Esto coincide con lo reportado en la bibliografla, donde se encontró que las 

ratas presentan cierta actividad de estas enzimas al nacer y que conforme su dieta 

cambia, la producción de esta enzima se va incrementando alcanzando su máxima 

actividad al momento del destete, y que estos valores decrecen un poco confonne avanza 

la edad de la rata, lo cual se ve compensado con el aumento de tamal\o del intestino. 36
' 

38 

La sacarasa es reportada en la bibliografla con un comportamiento similar al de la 

maltasa311
, sin embargo en este estudio se encontró que la actividad en la rata es muy 

baja a los 15 dlas de nacida, casi no perceptible y que se incrementa con el tiempo (la 

edad), siendo mayor a los 21 dlas, alcanzando la máxima actividad a los 2 meses. La 

explicación a este fenómeno radicarla en el tipo de dieta con que se alimenta a la rata, la 

cual no estimula de igual manera la acción hidrolltica de la sacarasa como la de la 

maltasa. 

Al observar el comportamiento en la lactasa, se visualiza que el máximo de actividad 

entre las edades en estudio se presenta a los 15 dlas, y que ésta disminuye 

drásticamente a los 21 dlas hasta presentar casi la pérdida de la actividad a los dos 

meses. Lo cual coincide con lo informado por otros autores, 35
• 

38 38
•
40 donde los mamlferos 

al dejar de consumir leche y al no recibir de otro alimento la lactosa una vez que han 

cambiado su dieta, tienden a perder la actividad de esta disacañdasa. 

Al realizar el análisis de varianza de una sola vla con un 90 % de nivel de confianza y la 

prueba de rango múltiple de Cunean, como métodos estadlsticos para evaluar los 

resultados obtenidos de las diferentes actividades enzimáticas de las ratas en estudio, se 

encontró que cualquiera de las disacarldasas de los homogeneizados de las ratas a las 

cuales se les determinó la actividad enzimática en una misma edad (dentro de un mismo 

grupo) no presentan diferencia estadisticamente significativa, excepto por el caso de la 

lactasa a los 21 dlas la cual muestra diferencia estadlsticamente significativa. Sin 

embargo, al estudiar el comportamiento de estos entre las edades en estudio de 15 dlas, 

21 dias y 2 meses (entre grupos), se logró observar que presentan diferencia 

estadisticamente significativa en su actividad enzimática tanto en las enzimas maltasa, 

sacarasa y lactasa. 
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Por otro lado en la tabla 2 se observa que el % de coeficiente de variación entre los 

duplicado de las tres ratas evaluadas es bajo, confinnando que la técnica pennite obtener 

datos reproducibles, a excepción del 22. 1 % presentado por las ratas al determinar la 

actividad de la lactasa a los 21 dlas, lo cual se explicarla al decir que en este momento de 

transición en el cambio de dieta de la leche a la dieta comercial que se origina a partir de 

los 18 dlas de nacidas, provoca una actividad muy variable debido a que las ratas no 

aceptan e ingieren de igual forma la dieta comercial que empiezan a consumir. 

Tabla 2. CUADRO DE COMPARACIÓN DE LAS ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS DE LAS 

DISACARIDASAS DEL INTESTINO DELGADO DE RATAS DE TRES EDADES. 

DISACARIDASAS 

Maltesa 

Sacarasa 

Lactas a 

Actividad enzimática 
U/ mg de protelna• 

% Coeficiente de 
variación 

Actividad enzimática 
U/ mg de protelna• 

% Coeficiente de 
variación 

Actividad enzimática 
U/ mg de protelna• 

% Coeficiente de 
variación 

15 DIAS 

0.1138 ± 5.84 X 

10-> 

5.13 

0.0105 ± 4.54 
X 10-4 

4.31 

0.126 ± 2.39 X 

10"" 

1.9 

21 DIAS 2MESES 

0.3236 ± 9.42 X 0.2606 ± 7.61 X 

10""" 10-> 

2.91 2.91 

0.048 ± 1.55 X 0.103 ± 3.52 X 

10·• 10"" 

3.2 3.4 

0.0137 ± 3.03 0.00980 ± 1.23 

X 10"" X 10-4 

22.1 1.3 

En condiciones: 0.5 mi de extracto enzimático diluido, 0.36 mi de sustrato en ooncentraci6n de 50 mg/ml 

(Maltosa, Sacarosa o Lactosa) y 0.14 mi de buffer de citratos (pH 6.3 para Sacarasa y MaHasa y pH 6.0 para 

Lectasa). Donde la actividad enzimática se mide a los 60 min de Incubación a 37"C. Se usaron n = 3 ratas y 

las determinaciones se hicieron por duplicado. 

• LB actMdad enzimática esta expresada en U I mg de protelna, es decir, las 111ia<M1iOles de disacarido 

hidrolizado por minuto a 37 ·e por mg de protelna. 
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EFECTO DE LOS TANINOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAS DISACARIDASAS 

Para evaluar el efecto inhibitorio de los taninos sobre la actividad de las disacaridasas 

se hizo uso del ensayo de referencia con O µg equivalentes de ácido tánico. 

Al evaluar el efecto de inhibición de los taninos del frijol negro Jamapa sobre las 

disacaridasas de la fracción del borde del cepillo del intestino delgado, se utilizaron 

soluciones de 10-100 µg equivalentes de ácido tánico en 0.14 mi, los cuales se 

adicionaron en los ensayos enzimáticos, observándose que estas enzimas se ven 

afectadas por la adición de los c:ompuestos polifenólicos al medio de ensayo, como se 

muestra en las gráficas 6, 7 y 8. Donde se incluyó un blanco de la muestra la cual no 

presenta taninos (O µg E.A.T.). 

Inhibición sobre la maltasa 

----------·--- -···-· --· --····--- ·¡ 
Efecto de los taninos de la cáscara del fríjol negro jamapa sobre la actividad ll 

enzimática de la Maftasa en el intestino delgado de ratas. 
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'------------------·------·---·--·-----··--··------·--
Gráfica 6. Se tomaron en CIJeflla las siguientes condiciones: 0.5 mi de extracto enzimiltico diluido, 0.36 mi 

de MaHosa (50 mghnl) y 0.14 mi del extracto de llininos del frijol (O, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 µg). Donde la 

actividad enzimática de la MaHasa es tomada a los 60 min a 37"C. Se usaron n = 3 ratas y las 

determinaciones se hicieron por duplicado. 
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Para la maltasa los% de inhibición máxima son de: 90.4 ± 2.77 en las ratas lactantes, 

88.3 ± 2.97 en las ratas recién destetadas y de 87.7 ± 2.35 en las ratas jóvenes. Esta 

enzima se ve fuertemente inhibida debido a que en las diferentes edades evaluadas esta 

se presenta siempre disponible para fonnar complejos con los taninos, los que afectan su 

actividad hidrolltica. 

Inhibición sobre la sacarasa 

r --·-·--Erecto de 1as t~~¡;º~-d-~ 'ªcáscara de1 rr1jo1 negro jamapa sobr~I~ ~tivid~\ 
enzimática de la Sacarasa en el intestino delgado de ratas. ¡ 
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'- ----·----------- McgEAT 

Gráfica 7. Se tomaron en aJeOta las siguientes condiciones: 0.5 mi de extracto enzimático diluido, 0.36 mi 
de Sacarosa (50 mglml) y 0.14 mi del extracto de taninos del frijol (O, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 µg). Donde la 
actividad enzimática de la Sacarasa es tomada a los 60 min a 3rc. Se usaron n = 3 ratas y las 
determinaciones se hicieron por duplicado. 

En el caso de la sacarasa se encuentran % de inhibición máximos de: 43.4 ± 2.56 en 

las ratas lactantes, 54.6 ± 2.96 en ratas recién destetadas y 50.7 ± 1.39 en ratas jóvenes, 

al adicionar 100 µg E.A.T. Donde el comportamiento es muy similar, sin embargo es aún 

menor en las ratas lactantes, lo que indicarla una menor disposición de esta enzima para 

interactuar con los taninos del medio. 
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Inhibición sobre la lactasa 
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Efecto de los taninos de la cáscara del frijol negro jamapa sobre la actividad 

enzimática de la Lactasa en el intestino delgado de ratas. 
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Gráfica 8. Se tomaron en cuenta las siguientes condiciones: 0.5 mi de extracto enzimático diluido, 0.36 mi 

de Lactosa (50 mg/ml) y 0.14 mi del extracto de taninos del frijol (O, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 µg). Donde la 

actividad enzimática de la lactasa es tomada a los 60 minutos a 37•c. Se usaron n = 3 ratas y las 

detenninaciones se hicieron por duplicado. 

La actividad enzimática de la lactasa al adicionarle 100 µg E.A.T. alcanza % de 

inhibición de: 69.5 ± 1.07 en ratas lactantes, 42.7 ± 2.99 en ratas recién destetadas y 

42.3 ± 2.35 en ratas jóvenes. Donde la máxima inhibición alcanzada es para las ratas de 

15 dias. Un punto importante es que en el caso de la lactasa a los 15 dias esta alcanza 

una inhibición mucho más fuerte que en las otras edades evaluadas, lo cual se entenderla 

se debe a que en esta edad la lactasa esta más ampliamente distribuida, por necesidad 

de la rata de consumir este disacárido. 

Se puede apreciar en todos los ensayos de inhibición de la actividad enzimática de las 

disacaridasas realizados en este experimento, que la hidrólisis de los disacáridos se ve 

afectada cuando se adicionan los taninos extraidos al frijol negro al medio de ensayo. La 

inhibición va aumentado conforme se irn::rementa la concentración de taninos. 
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Se observa que de las tres disacaridasas evaluadas (en las tres diferentes edades) 

que la maltasa disminuye más rápidamente su actividad enzimática, en comparación con 

la sacarasa y la lactasa. 

Por estudio estadlstico, mediante del análisis de varianza de una sola vla con un 

intervalo de confianza del 90 % y de la prueba de rango múltiple no se encontraron 

diferencias significativas entre las detenninaciones realizadas al efecto inhibitorio de las 

disacaridasas evaluadas a las tres edades de ratas en estudio, para el caso de la maltasa. 

Se encontró que la enzima lactasa y sacarasa muestran diferencia significativa en las 

inhibiciones máximas de las ratas de 15 dlas con respecto a las de 21 días y 2 meses. 

El no encontrar diferencia significativa en el efecto inhibitorio entre las ratas de 21 dlas 

y las de 2 meses, para los casos de sacarasa y lactasa, es probablemente a que su 

distribución a lo largo del intestino es más uniforme. 

A partir de estudios anteriores, donde, únicamente se evaluó el efecto de compuestos 

fenolicos y ácido tánico sobre la sacarasa -rata adulta- (Welsch, C.A. y col., 1989); y de 

las detenninaciones del efecto de los taninos condensados purificados sobre las 

disacaridasas en una sola edad -rata adulta- (Cannona A. y col., 1996); y del presente 

trabajo, donde se evaluaron los efectos de los taninos totales en las disacaridasas en tres 

diferentes etapas de vida de la rata -ratas lactantes, recién destetadas y adulto joven-; se 

observa que los taninos presentan una fuerte afinidad por las disacañclasas del intestino 

delgado, lo cual implica una disminución en el aprovechamiento de tos nutrimentos del 

frijol u otros alimentos que contengan taninos. 
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CONCLUSIONES 

;¡;.. La técnica ISO 9648/1988 nos pennite obtener la óptima concentración de los 

taninos contenidos en el extracto hecho a la cáscara del frijol negro Jamapa: además 

de que se encontró que es lineal y tiene un limite de detección entre los O y 560 µg de 

ácido tánico. 

;¡;.. En la técnica para determinar protelna por el método de Lowry es necesario realizar 

una curva en cada una de las determinaciones enzimáticas de las muestras, dado 

que la concentración de protelna del extracto de la mucosa intestinal de rata varia 

entre las ratas recién destetadas y las ratas jóvenes y las determinaciones realizadas 

por el método de Lowry son lineales entre los O y 100 µg de proteína, por lo que es 

necesario que la muestra se encuentre dentro de éste intervalo. 

¡;.. En la técnica de glucosa oxidasa peroxidasa se observa linealidad entre los O y 100 

µg glucosa; por lo que las muestras deberán ajustarse a estas concentraciones para 

evitar errores en la determinación. 

J>- Se encontró que en las condiciones establecidas para el ensayo con las enzimas 

maltasa, sacarasa y lactasa, se obtiene una liberación lineal de la glucosa al realizarse 

la hidrólisis enzimática. 

;¡;.. Se observó que los taninos extraldos de la cáscara del frijol negro Jamapa, si inhiben 

la actividad de las enzimas disacaridasas del intestino delgado de ratas en las tres 

edades en estudio y que conforme se aumenta la concentración de las soluciones de 

taninos en la mezcla de ensayo, se disminuye la actividad enzimática de las 

disacaridasas (sacarasa, maltasa y lactasa). Confirmando lo establecido previamente 

en la hipótesis de este trabajo. 
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»- En las gráficas obtenidas se observa que la maltasa disminuye más rápidamente su 

actividad enzimática, en comparación con la sacarasa y la lactasa. Donde la lactasa y 

sacarasa se ven inhibidas de manera similar. aún cuando la lactasa se encuentre en 

valores ligeramente por debajo de la sacarasa. 
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