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INTRODUCCION

En México una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en la infancia es {a
desnutricién. La alimentacién idonea parte de ia base del grupo de alimentos del pais y se
consideran: a) cereales, tubérculos y leguminosas, b) frutas y verduras y c) alimentos de
ongen animal. Los azacares y las grasas son considerados como grupo complementario
de la alimentacién diaria.’ En este modelo se prestigian las leguminosas y su combinacién
con cereales a fin de incrementar su contenido de aminoacidos.™?

La creciente demanda de alimentos en la republica mexicana conlleva a la busqueda
de fuentes de abastecimiento econdmicamente accesibles y que aseguren el futuro
alimentario. %2 Entre los alimentos vegetales, las leguminosas presentan una importante
afternativa porque son fuente rica en proteinas, ademas, muestran una gran aceptacion y
bajos precios. #*

Dentro de las leguminosas mas consumidas se encuentra el frijol, el cual forma parte
de la alimentacion tradicional de la dieta mexicana®, siendo ia principal fuente de proteina
vegetal.> ®*® E| frijol negro también aporta un alto contenido de hidratos de carbono, una
cantidad aceptable de vitaminas y minerales,> * 7 sin embargo su deficiencia de
aminoacidos azufrados'® "' y la presencia de factores antinutricionales y téxicos pueden
dafiar en varios grados la utilizacion biologica de sus nutrimentos, particularmente de la
proteina.® 5 10 12 Egtydios realizados han demostrado que el proceso de coccién es el
responsable de la eliminacion de sustancias téxicas, a excepcion de los taninos, en donde
solo se presenta una reduccién® ® 1% 13.15. 18 y gy actividad esta basada en su estructura
quimica, la cual es rica en grupos -OH que los convierte en compuestos altamente afines
a las proteinas;" logrando en la dieta tener un efecto en la disponibilidad y la calidad
nutricia de las proteiras que provienen de los alimentos de la dieta,>* '° 1% 182! 55] como
las presentes en las enzimas digestivas.5 1% 14 18. 1928

El enfoque dado al conocimiento del mecanismo de accién de los taninos contenidos
en los frijoles sobre la actividad bioloégica de las enzimas maltasa, sacarasa y lactasa
presentes en el intestino delgado, es de gran relevancia debido a la posible disminucién
de su actividad biolégica y las repercusiones que ello tenga en la nutricién.

El conocer adecuadamente el mecanismo de accién de los taninos nos ayudard a
utilizar diversas leguminosas no convencionales que presentan un alto potencial nutricio,
pero que tienen un atto contenido de factores antinutricionales, como los taninos; lo cual




INTRODUCCION

las excluye de la alimentacién humana y animal; disminuyendo las posibilidades de
obtener proteinas de origen vegetal a un bajo costo.

E! presente trabajo utilizé tres diferentes etapas de vida de las ratas (15, 21 dias y 2
meses de vida), donde se evalud la actividad enzimatica de ia maltasa, la sacarasa y la
lactasa; asi mismo en estas disacarasas se adicionaron soluciones de taninos
procedentes del frijol negro Jamapa, donde se pudieron observar los efectos de los
polifenoles sobre la actividad hidrolitica de dichas enzimas en las condiciones dadas a
éste estudio.







OBJETIVO

GENERAL

% Conocer el efecto que puedan tener los taninos de la céscara del frijol negro
Jamapa sobre las disacaridasas (maltasa, sacarasa y lactasa) que se generan en

la mucosa intestinal.

PARTICULARES

% Evaluar la cantidad de taninos presentes en el extracto obtenido de la céscara del

frijol negro Jamapa.

% Determinar la cantidad de proteina presente en el extracto enzimatico de ia

mucosa intestinal .
% Establecer la actividad enzimatica de las enzimas maltasa, sacarasa y lactasa.

% Evaluar el efecto que tienen los taninos del frijol negro Jamapa en un ensayo in
vitro sobre la actividad de las enzimas disacaridasas.




OBJETIVO

JUSTIFICACION

Aun cuando no se conoce bien el mecanismo de accion 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.

HIPOTESIS

La disminucion de la actividad de las disacaridasas presentes en el intestino delgado
de las ratas sera proporcional a ia cantidad de taninos totales ingeridos, es decir, a mayor
cantidad de taninos totales ingeridos hay mayor disminucién en la actividad bioldgica de
las disacaridasas.
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FRIJOL NEGRO
Generalidades.

El frijol pertenece a la familia de ias leguminosas, subfamilia de Papilionoideas, tribu
Faseoleas, subtribu Faseolineas y género Phaseolus. Se cultiva en dreas templadas y en
regiones semitropicales.?

El frijo! comun (Phaseolus vuigaris L.) ocupa un lugar importante en la dieta mexicana
y en los paises latinoamericanos. Siendo el frijol negro la variedad mas consumida en el
sureste del pais y en el D.F., con una frecuencia de consumo de al menos cinco veces por
semana en un 74% de la poblacion que los incluye en su dieta.”

La constitucion quimica del frijol depende de la variedad, de la localizacién geografica

y de las condiciones de cuitivo del mismo.*1?

Composicién 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 embridn (3%) y en la cascara (1-2%). Su
perfil de aminodcidos es rico en lisina y la metionina es el aminoacido limitante primario.
Los hidratos de carbono se encuentran en una proporcion del 50-60%, y se conforman por
mono y oligosacaridos, almiddn y otros polisacaridos. El contenido de lipidos es muy bajo
comparado con otras leguminosas, el cual esta en un 2-25%, y estan constituidos
principalmente por una mayor proporcion de dcidos grasos insaturados (aprox. 85%), que
de acidos grasos saturados (aprox. 15%). Contiene alrededor de un 4% de fibra, que se
localiza principalmente en la cascara 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 fésforo, potasio, magnesio
y calcio. 2%
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Factores Téxicos y 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 digestibn, saponinas, factor antiniacina, compuestos fenotlicos y algunos
considerados téxicos como los glucésidos cianogénicos y hemaglutininas (lectinas), %42 '2

En el frijol, los taninos y compuestos fendlicos estan presentes en los tejidos de las
plantas 5 '7: 1% 2. 28. 28 y agtan concentrados en las cascaras; se ha observado que entre
mayor colorido tenga la cascara mayor sera el contenido de taninos; > ® 1112230 ¢ jo
que un descascarado de la semilla de esta leguminosa incrementaria significativamente
el valor nutritivo de las proteinas.'’-'®

En general el frijol se consume de diferentes maneras, siempre con un proceso de
coccién preliminar. Durante la coccién de los alimentos ocurren cambios en la estructura
de la proteinaZ ® y la pérdida de algunos factores antinutricionales, 2* 5 '* con excepcién
de los polifenoles. 5 & 1 4 V7. 22 yna coccidn insuficiente deja presentes agentes
antinutricionales, mientras que un calentamiento en exceso puede resultar en una
reduccién del valor nutritivo de la proteina del frijol. *° Ademas, se ha encontrado que una

buena proporcién de taninos son extraidos en el caldo resultante del cocimiento.® 1% ¥ 1>
15,28
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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 {a interaccién de estos compuestos con las proteinas de la
piel.

Definicién. El término polifenoles se refiere a la familia de compuestos polifenélicos, de
los cuales aquellos que precipitan las proteinas en solucién acuosa son HNamados
taninos,'” que tienen pesc molecular entre 500-3000, '™ 2> 2% y yna de las caracteristicas
principales de los grupos hidroxilo de los fenoles es que son buenos donadores de
protones en la formacién de puentes hidrégeno. Algunos de los fenoles poliméricos tienen
muchos de estos grupos donadores, formando complejos con otras moléculas que son

estables y tienden a precipitarias.'® %

Los taninos son sustancias que se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza,’® 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, % % 18 3! de leguminosas *'? como: chicharos,*** garbanzo, °

frijol, 2+ 9. 13-16.21. 2829 g5 )nas frutas'>'" 2% y ralces.?* 32

Clasificacion.

De acuerdo a su estructura, propiedades fisicoquimicas y a su reactividad a diversos
agentes hidroliticos, 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 facilmernte cortados por enzimas y por acidos
diluidos, obteniéndose azicares como la glucosa y acidos fenol-carboxilicos como el
acido galico (la mayoria son poligalatos de glucosa); * ' 24333 ¢ scido tanico es el mas

comun de los taninos hidrolizables. > *7

12
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Figura 1. TANINOS HIDROLIZABLES, 1)B-1,3,6-tri ~O-galoil-D-glucosa , 2) B-1,2,4,6-tetra-O-galoii-D-glucosa,
3) B-penta -O-galoil-D-glucosa , 4)telimagrandina, S)casuarictina , 8)rugosina , 7) davidina , 8)corilagina.
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Figura 2. TANINOS CONDENSADOS. 1) (+)-3-o-galoilcatequina , 2) (-)-3-o-galoilepigatocatequina,
3} procianidina B-3, 4) procianidina B-2.
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Los taninos condensados (figura 2) son sustancias poliméricas formadas por unidades
de moléculas de flavan-3-ol se denominan proantocianidinas debido a su propension para
despolimerizarse en medio Aacido para producir pigmentos antocianidinicos como la
cianidina, o flavan-3 4-diols (leucoantocianidinas).® 2% 24. 3033

Interacciones.

Los estudios de la asociacién reversible de los polifenoles con proteinas tienen una
larga historia. Esta asociacién se debe a un fen6meno de superﬁcie.21 Las tres principales
caracteristicas de la estructura de los polifenoles y propiedades son de importancia en la
formacién de complejos con proteinas son: a) el tamafio del polifenol, b) flexibilidad
conformacional y ¢) solubilidad en agua (baja solubilidad favorece una fuerte asociacion).®
9,21,33

La eficacia de los polifenoles para enlazar a la proteina deriva del hecho que los
polifenoles son ligandos multi-dentados capaces de ligar simultaneamente a mas de un
punto en la superficie de la proteina. A baja concentracion de proteina el polifenol se
asocia a mas de un sitio sobre la superficie de la proteina, formando una monocapa la
cual es menos hidrofilica que la proteina (figura 3 a). Cuando la concentraciéon de proteina
es alta la capa de la superficie es relativametne hidrofébica y es formada por complejos
del polifenol sobre ia proteina y por entrecruzamiento de diferentes moléculas de la
proteina por los polifencles multi-dentados, lo que conduce a la agregacidn y precipitacion
(figura 3 b),*'

Se requieren de una mayor cantidad de polifenoles para precipitar a las proteinas en
una solucién diluida que en una solucién concentrada. Un fenol puede precipitar proteinas
si se mantiene una concentracion suficiente para lievar a un equilibrio en favor del
complejo fenol-proteina y asi formar una capa hidrofébica de simples moléculas de
fenoles sobre la superficie proteina (figura 3 c). Los fenoles pueden competir con los
polifenoles por los sitios de formacién de complejos sobre la superficie de la proteina.®'

14
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Figura 3. COMPLEJOS Y PRECIPITACION POLIFENOL-PROTEINA. a) baja concentracién de proteina, b)
alta concentracién de proteina y ¢) precipitacion, equilibrio fenol-proteina.

Accién biolégica.

Anti-mutagénico. Algunas moléculas como el acido clorogénico, elagico, quercetina,
rutina y acido tanico disminuyen la formacién de ciertos tipos de tumores.*?

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 maduracion.

Antioxidante. Origina beneficios a la salud, al recoger los radicales libres y detener los
daiios de las reacciones.?* 2

Actividad antinutricional. Pueden enlazar células epiteliales y causar precipitacién.> >
24.32 por penetracion a través de la superficie celular puede inducir dafo al higado, dafa
también la mucosa del tracto gastrointestinal e incrementa la perdida de proteina y
aminoécidos indispensables. > 2532

Los taninos condensados son reconocidos como factores antinutricionales en la dieta
de los animales monog:istn‘cos, porque se ha encontrado que en altas concentraciones

15
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pueden reducir la absorcion de las proteinas del intestino delgado,?? por la formacién de
complejos tanino-proteina con varias enzimas digestivas como: a y 3- amilasa, tripsina
pancreatica, quimotripsina y B-glucosidasa,*"™*® excluyendo la formaciéon de productos
absorbibles por el intestino delgado, 241218424842

Inhibicién de enzimas.

Los polifenoles interacttan con las proteinas por formaciéon de fuertes enlaces no-
covalentes, a partir del hecho que son ligandos poli-dentados con un multiple potencial de
ligar sitios por los grupos fendlicos y anillos arilo sobre la periferia de la molécula. La
asociacion de polifenoles con proteinas es ampliamente un fenémeno 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 proteina donde numerosos anillos aromaticos
son acomodados por el desarrollo de interacciones hidrofébicas (figura 4 i). La primera
etapa es reforzada por enlaces hidrégeno entre los residuos fenélicos y grupos polares en
la vecindad del sitio primario de enganche del polifenol a la superficie de la proteina
(figura 4 ii).?’

La formacién de complejos es pH dependiente y estd muy cercano al punto iso-
eléctrico de la proteina. & - 2 2. 24 | o5 complejos pueden ser disociados por adicién de
solventes hidrof6bicos,?'- 24

Una caracteristica comin de las proteinas y polipéptidos con afta afinidad por los
polifenoles del sorgo fue su alto contenido de prolina, debido a la flexible conformaciéon de
los polipéptidos y a su capacidad de formar fuertes enlaces hidréogeno con los

polifenoles.?’

16
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Figura 4. ASOCIACION DE POLIFENOLES CON PROTEINAS. i) insercién det pokifenol, ii) puentes hidrdgeno
con la superficie de la proteina.
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DISACARIDASAS INTESTINO DELGADO.
Hidratos de Carbono.

Las plantas usan hidratos de carbono, generalmente azdcares y almidones, como
sustancias de reserva que pueden ser oxidadas por muchos animales (todos los
herbivoros y muchos animales omnivoros) para proveerios de energia en los procesos
metabélicos.>*

Los hidratos de carbono estan presentes en los alimentos y se encuentran
principalmente como almidén, sacarosa y maltosa.>*>® El| aimidén es una mezcla de dos
polimeros 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 proporcion 1:3. La sacarosa es el azicar ordinario,
formado por una molécula de glucosa y una de fructuosa unidas por un enlace a-1, 2. La
lactosa el aztcar de la leche esta formado de galactosa y glucosa unidas por un enlace -
1, 4; 338 |3 cual es una importante fuente de calorias para tos infantes >° y también esta
presente en alimentos derivados de 1a leche. La estaquiosa y la rafinosa est&n presentes
en leguminosas como los frijoles, los cuales escapan a la absorcién en el intestino
delgado (porque no se cuenta con las enzimas necesarsias para degradarias) y asi pueden
servir como sustrato a enzimas de las bacterias del colon causando flatulencia. ®

En el borde de las células epiteliales del cepillo del intestino delgado se liberan muchas
enzimas como las disacaridasas, peptidasas y proteinas no enzimaticas que funcionan
como receptores , asi también como proteinas transportadoras de glucosa, aminoacidos,
sodio y quizas acidos grasos. La absorcion se realiza fundamentalmente en la porcién del
intestino delgado del duodeno y del yeyuno.”

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
catalitico y es asegurado al lado citosélico de la membrana por un segmento hidrofébico
de un amino terminal.® Cuatro glucosidasas han sido aisladas del borde del cepillo
intestinal de mamiferos: Sacarosa-isomaltasa que es un complejo de dos subunidades,

18
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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 PB-galactosidasa que es una lactasa-hetero-beta-
glicosidasa que tienen toda la actividad de lactasa. >

Digestioén de los Hidratos de Carbono.

La sacarosa, la lactosa y la maftosa 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. * *® En el hombre la mayor actividad de la maltasa, sacarasa y lactasa estan en el
yeyuno, es menor en el ileon y en el duodeno. El inicio del duodeno carece de actividad
sacarasa, isomaltasa y lactasa. El yeyuno es el sitio de mayor absorcion de disacaridos
(maltosa, sacarosa y lactosa) en el hombre. La rata muestra el mismo patrén.®

MBC Membrana del borde
del cepillo

GLU Glucosa

F Fructosa

GAL Galactosa

Figura 5. DIGESTION OE HIDRATOS DE CARBONO EN EL INTESTINO DELGADO.

La asimilacién de los hidratos de carbono empieza con la digestion del almidon
intraluminalmente con la hidrdlisis del almidén a oligbmeros apropiados (amilosa,
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las células absorptivas de la superficie del intestino deigado. El grado en que el almidon
es digerido varia de un alimento a otro; en individuos normales entre el 2 y el 20 % no es
completamente digerido.”” *® 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 digestién del almidén (entre ellos la maltosa) son
hidrolizados por mas de una enzima.®’

Las actividades de la sacarasa e isomaltasa se encuentran en dos cadenas de
péptidos de la proteina sacarosa-isomaltasa, unidas por fuerzas no-covalentes; la cual
hidroliza tanto a !a sacarosa, como maltosa e isomaltosa (enlaces a-1, 6). ¥ ¥ La
glucoamilasa hidroliza dnicamente los dimeros de maltosa (enlaces a-1, 4). Los cambios
en los niveles de la actividad hidrolitica, tanto de la sacarasa y maitasa pueden ser
inducidas por la alimentacion. *® Los mamiferos desarrollan su actividad sacarasa y
maltasa en la vida intrauterina, la cual aumenta después del destete. 3% 33941

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. ¥ La regulacién de
las disacaridasas como en el caso de la lactasa es la reduccion de su actividad con el
desarrolio, en todos los mamiferos. 3>° En el humano se alcanza su maxima actividad al
nacer y va declinando con la infancia hasta los 5 afios. Las ratas alcanzan su maxima
actividad entre los 2-3 dias de nacida manteniéndose hasta los 14 dias y su actividad
declina drasticamente hacia los 21 dias, manteniendo estos niveles en una parte de su
edad adulta, hasta dejar de presentar actividad alguna.®®- 3°

Algunos estudios in vitro muestran que la actividad maltasa e invertasa de los
homogeneizados de intestino de ratas tienen su pH Optimo en 6.3 ° y para lactasa en
6.0.54°

Una lista de enfermedades asociadas con la disminucion de los niveles de
disacaridasas incluye enteritis aguda y subaguda, enfermedad celiaca, colitis ulcerativa,
giardiasis, Kwashiorkor entre otras,**
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Métodos de Determinacion de la Actividad de las Disacaridasas.

Algunas técnicas in vitro utilizadas para determinar la actividad de las enzimas
maltasa, sacarasa y lactasa se basan en el uso de un pequeiio segmento invertido y
cerrado del intestino delgado, el cual se llena previamente con una pequeiia cantidad de
solucién de disacarido, después se incuban; posteriormente se determina la cantidad de
glucosa que fue absorbida por el intestino. Esta técnica se ve limitada por los volimenes
utilizados y por la pobre oxigenaciéon dentro del segmento del intestino delgado, la cual no
se puede suministrar durante el periodo de incubacion.

Otras preparaciones in vitro incluyen porciones o membranas de las vesiculas y la
determinacién de glucosa por un método indirecto, la cual es sencilla y rapida (en
comparacién a la mencionadas anteriormente),*? ademas las hidrélisis de los disacaridos
por enzimas intestinales han mostrado una cinética de orden cero, donde la cantidad de
producto hidrolizado formado durante un cierto periodo de tiempo es proporcional a la
cantidad de enzima presente.*’ En este ultimo método ia glucosa obtenida —producto de la
hidrdlisis enzimatica - es evaluada colorimétricamente por el método enzimatico de la
glucosa oxidasa-peroxidasa. Una de las ventajas de ésta técnica es que la proteina
presente en la muestra no interfieren con la lectura de la glucosa.**

Para evitar que esta técnica se vea limitada por impurezas se puede hacer uso de
soluciones buffer de tris-(hidroximetilaminometano). La adicién de buffer Tris al método
enzimatico de la glucosa-oxidasa-peroxidasa permite el uso de éste técnica de
determinacion de glucosa con todas las disacaridasas.

Unidad de Actividad Enzimatica.

La presencia de una enzima se demuestra generalmente siguiendo la desaparicion del
sustrato o la aparicién de un producto de la reaccion; para ello la enzima es incubada con
el sustrato bajo condiciones controladas a intervalos de tiempo apropiados. La actividad
enzimatica es expresada en téminos de unidades (U). Una unidad es la cantidad de
enzima que cataliza la conversidon de un micromol de sustrato por minuto bajo condiciones
de 37°C.**
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4445
Unidad de actividad . =[ Mg glu x factor de dilucion ]

60minx0.5ml xunidades de giux180

Las unidades de actividad enzimatica se expresan en U / ml. Las unidades de glucosa
para los casos en que el hidrolizado use sacarosa y lactosa sera de 1, y de 2 para el caso
de maltosa. Los 0.5 ml 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

! mg proteina; los calculos son los siguientes:

Imidnard ivsicfraed 2 s 45
Actividad especifica= de acti - enzim ica(U /ml)
Concentracionde proteina(mg / ml)

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

la muestra (en miligramos).
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A continuacién se presenta un esquema que permite visualizar el desarrollo
experimental de esté trabajo y posteriormente se encontrara el desarrollo de cada una de
las técnicas empleadas.

Separaciéon y liend. Preparacién de la
de las céscaras de frijol fraccién del borde del
cepillo del Intestino
P 6 Del
n * gado —
de PR
muestra. °
s de taninos del frijol.
[ Determinacién de
taninos, método (SO Determi i6n de pr
9648/1988 por el Método de Lowry
Evaluacién del efecto Ensayo para la determinacién
de fos taninos sobre (a p»| de la actividad enzimitica de
actividad enzimatica las disacaridasas.
Desarvollo
de y y
técnicas Preparar diluciones del Determinar la  Glucosa
extracto de taninos fiberada por el método de
y
Sustituir los 0.14 ml de
buffer de citratos por las
soluciones de taninos en
el ensayo.
Célculos para determinar la actividad enzimatica y la
inhibicion efectuada por los taninos sobre las
disacaridasas.
Andlisis
Estadistico

Analisis istico de los ftados por medio de media,
desviacién esténdar. coeficiente de vanacion, analisis de
varianza y prueba de rango multiple de Duncan.
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PREPARACIONDE LASMUESTRAS

OBTENCION DEL HARINA DE LA CASCARA DEL FRIJOL NEGRO JAMAPA.

El método empleado para la obtencién del harina de la cdscara se realiza de acuerdo a
lo descrito por Carmona ® y Desphande.™

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 Ultima (sin
presion) por 1 h; posteriormente se secan a 55° C por 24 h, en estufa de vacio. Se separa
la cascara del frijol manualmente.®

lLas cascaras se muelen en molino mecanico Cyclone (Udy Analyzer Company),
utilizando una malla para obtener un tamaiio de particula de 0.5 - 0.8 mm, lo cual permita
una elevada recuperacion de polifenoles. '?

Nota: Los taninos en la muestra molida se oxidan faciimente'?; por ello se recomienda se
proceda al analisis lo mas 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. *?

Se pesan 0.9 g de la cadscara molida del frijol negro dentro de un tubo de centrifuga, y
se adicionan 30 ml de metanol (99.9% de pureza). Tapar y agitar por 20 + 1 minutos en
parrilia de agitacién 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 °C. La muestra se
reconstituye en 5 ml 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 ml con el
agua desionizada.
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Hacer una dilucion 1 : 5 de este extracto (en agua desionizada), para determinar el
contenido de taninos por el método ISO 9648-1988.

HOMOGENEIZADOS DE LA FRACCION DEL BORDE DEL CEPILLO DEL INTESTINO
DELGADO DE RATAS.

La obtencién de tos extractos del intestino delgado de las ratas se basa en la técnica
empleada por Carmona.’

Se usan ratas Wistar hembras, lactantes de 15 dias (30 + 3 g), recién destetadas de 21
dias (40 + 4 g) y jovenes de 60 dias (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 libitum. Las ratas recién destetadas y jovenes se dejan en
ayuno por 12 hy las lactantes 4 horas, antes de sacrificarias.

Se sacrifican las ratas por dislocacién de la cabeza y se extrae inmediatamente el
intestino delgado, se lava con solucién fria de cloruro de sodio (NaCl) 0.15 M; se abre el
intestino e inmediatamente se raspa la mucosa de todo el intestino delgado con un
portaobjetos y se adiciona solucién de NaCl 0.15 M en una proporcion de 4 volimenes
() 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 °C por
24 h. En este caso el homogeneizado se descongela y homogeneiza nuevamente (2
minutos). Se guardan las muestras en alicuotas de 1 ml a una temperatura de —70°C.

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

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE TANINOS.

El método 1SO 9648-1988 *° fue empleado para la determinacién de taninos totales en
los extractos metandlicos de la cascara del frijol negro Jamapa.

1. PRINCIPIO

Este método se basa en la extracciéon de taninos por agitacion de una muestra
problema con dimetilformamida (DMF) Después de centrifugar ia muestra, se toma una
alicuota del sobrenadante y se le adicionan citrato férrico amoniacal y solucién de
hidréxido de amonio. Para determinar el contenido de taninos se prepara una curva de
calibracion usando dcido ténico (como estandar de referencia). Tanto la curva como las
muestras problemas se leen en el espectrofotémetro a 525 nm.

Nota: Para las pruebas realizadas a la cascara y cotiledon det frijoi, se utiliza la técnica
descrita tal cual indica la 1SO 9648-1988; sin embargo se realiza una modificacion
en el proceso de extraccién a esta técnica puesto que se usa un extracto de
taninos para el ensayo enzimatico de inhibicién que proviene de la agitacién con
metanol 99.9%.

2. REACTIVOS
o Solucién estandar de acido tanico (2 g/L). Sigma T-0125

Pesar 2 g de acido tanico y llevar a 1000 ml con agua en un matraz aforado. Proteger de
Ia luz. La solucién sélo se puede almacenar por una semana.
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o Solucion de hidréxido de amonio ( 8 g/ L NH;).
De un reactivo de hidréxido de amonio con 28-30% de NH; y una densidad de 0.896 g/L,
se deben tomar 3.1 ml de hidréxido de amonio y llevar a 100 ml con agua.

o Solucién de dimetiformamida (DMF) (75% V).
Colocar 75 ml de DMF en un matraz aforado de 100 mi. Diluir con agua; permitir que la
solucion llegue a temperatura ambiente y después llevar al aforo.

a Solucién de citrato férrico amoniacal (3.5g/L).
Pesar 3.5 g de citrato férrico amoniacal y llevar a 1000 ml con agua. El reactivo debe
tener entre 17 % y 20% de hierro ("/,). Se debe preparar 24 h antes de su uso.

Nota: Todos los reactivos deberan ser grado analitico. El agua debera ser destilada.

3. EQUIPO

= Agitador mecanico Multi-stir plate 4 (Modelo SP-13025), con agitador magnético.
= Autoclave,

= Balanza analitica.

= Centrifuga Sorvall (Modelo Super T 21).

= Espectrofotémetro Sequoia-Turner (Modelo 340), con celdas de 1 cm.

= Estufa de vacio Duo-Vax Oven (Modelo 3620).

= Malla, con tamaiio de particula de 0.8 mm.

= Molino Cyclone (Modelo CSM 564026).

= Pipetas automaticas (1-5 ml y 1- 10 ml).

»  Vortex.
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4. DETERMINACION DE TANINOS EN EL EXTRACTO METANOLICO OBTENIDO DEL
FRIJOL NEGRO JAMAPA.

A continuacién se muestran las modificaciones realizadas a la técnica ISO 9648-1988,
para la determinacion de taninos en solucién acuosa proveniente del extracto metandlico
(ver preparacion de muestras).

Blanco de la muestra. Tomar 1 ml dei extracto de taninos del frijol negro Jamapa
diluido 1:5 con una pipeta automatica y colocario en un tubo de ensaye. Agregar 5 ml de
agua, 1mi de solucién de DMF y 1 m! de solucién de hidroxido de amonio, agitar por unos

segundos en el vortex.

Muestra. Tomar 1 mi de la muestra diluida 1:5 (se hizo una modificacién de la técnica
original, ya que la muestra proviene de un extracto metandlico y no del extracto con DMF)
con pipeta automatica y colocario en un tubo de ensaye. Agregar 4 m! de agua, 1 mi de
solucién de DMF y 1 mi de la solucién de citrato férrico amoniacal, agitar por unos
segundos, haciendo uso del vortex; posteriormente adicionar 1 mi de solucion de
hidréxido 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 patrén usando acido tanico (como estandar de referencia).

Nota: Se realizara un blanco de cada muestra y las determinaciones en {a muestra seran

por triplicado.

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

Se preparan 8 matraces volumétricos de 25 ml y se usaran pipetas graduadas para
adicionar respectivamente 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, ml de la solucion de acido tanico (2 mg/mi),
y se llevara hasta la marca de aforo con DMF. La escala de concentracion asi obtenida le
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corresponden los contenidos de acido tanico de 0, 80, 160, 240, 320, 400, 480, 560 pug /m|
respectivamente.

De cada uno de los matraces tomar 1 ml de solucién e introducirlos en un tubo de
ensaye. Afiadir 5 ml de agua y 1 ml de citrato fémico amoniacal a cada tubo; agitar por
unos segundos haciendo uso de un vortex. Afadir 1 ml de soluciébn de hidréxido de
amonio a cada tubo, agitar nuevamente con el vortex por unos segundos. Dejar reposar
los tubos a temperatura ambiente por 10 minutos.

Leer las absorbancias a una longitud de onda de 525 nm. Trazar una grafica de
absorbancia contra concentraciéon de acido tanico (expresado como pug de acido tanico).

Nota: La curva puede no pasar por el origen, sin embargo no debera de ser cofregida
por el cero de la escala.

7. CALCULOS.

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

La concentracién de la muestra, se lee a partir de 1a curva patrén hecha con acido
tanico y los resultados se expresan en microgramos de equivalentes de acido tanico por
mililitro

La concentracion obtenida de la muestra se multiplica por el factor de dilucion. El
resultado se convierte de microgramos a miligramos.
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DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE LOWRY.

Para la determinacion de la proteina presente en las muestras de intestino delgado se
basé en la técnica de Lowry. ¥

1. PRINCIPIO.

Este método combina el uso de la reaccién de biuret, donde las proteinas reaccionan
con los iones cobre en medio alcalino, con la reduccién de!l reactivo fenol Folin-Ciocalteu
(acido fosfomolibdico-fosfotungstico) por la tirosina y el triptofano. Para determinar el
contenido de proteina se prepara una curva de calibracion usando albumina sérica bovina
(como estandar de referencia). Tanto la curva como las muestras problemas se leen en el
espectrofotdmetro a 750 nm.

2. REACTIVOS.

o Solucién de hidréxido de sodio (0.8mol /L).
Disolver 32 g de hidréoxido de sodio (NaOH) en agua y llevar a 1000 ml.

o Reactivo A.
Disolver 0.2 g de tartrato disddico dihidratado (Na;CH:Og ¢ 2 H;O) y 10 g de carbonato
de sodio Na_,COj; en 63 ml de solucién de hidréxido de sodio (0.8mol / L) y llevar a 100 m!

con agua.

o Reactivo B.

Disolver 2 g de tartrato disddico (NaCHOs » 2 HO) y 1 g de sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO, « 5 H,0) en 12.5 mi de solucién de hidréxido de sodio (0.8mol/L),
levar a 100 ml con agua. Almacenar protegido de la luz.
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o Reactivo Mezcla.
Mezclar 25 volumenes de solucién de hidréxido de sodio (0.8mol / L), 18 volimenes de
reactivo A y 2 volimenes de reactivo B. Preparar inmediatamente antes de su uso.

o Reactivo C.
Dituir 1 volumen de reactivo Folin-Ciocalteu comercial con 2 volimenes de agua. Esta

mezcla debera prepararse diariamente inmediatamente antes de su uso.

D Solucidn estandar de Albimina Sérica Bovina. Sigma A-3425,
Disolver albumina sérica bovina con agua y llevar a una concentraciéon de 1 mg/m!. Para
alcanzar esta concentracion se pesé 0.0108 g de albimina sérica bovina y se lleva a 10
ml con agua destilada.

A partir de esta solucidn se prepara la curva patrén.

O Solucién salina (0.15 M).
Disolver 8.766 g de cloruro de sodio en agua y Hevar a 1000 ml.

Nota: Todos los reactivos deberan ser grado analitico. El agua debera ser destilada.

3. EQUIPO.

« Balanza analitica.

«  Centrifuga Sorvall (Modelo Super T 21).

= Espectrofotdmetro Sequoia Turner (Modelo 340), con celdas de 1 cm.
= Homogeneizador con pistilo de vidrio Pyrex con capacidad de 40 ml.
» Pipetas automaticas (100-1000 pl, 1-5mly 1- 10 ml).
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4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA EN LOS HOMOGENEIZADOS
DE LA MUCOSA DEL INTESTINO DELGADO DE RATAS.

A 1.2 m! de homogeneizado diluido (nota 2); adicionar 0.9 mt de reactivo mezcla y
agitar en vortex, adicionar 0.6 m! de reactivo C y agitar inmediatamente, adicionar
nuevamente 0.6 ml de reactivo C y mezclar vigorosamente; incubar por 45 minutos
protegiéndolos de ia luz.

Leer las absorbancias de las muestras problema en un espectrofotometro a 750 nm.
Se debe ajustar el espectrofotémetro con el blanco de reactivos de la curva patron.

Para conocer el contenido de proteina en la muestra se hace uso de una curva patrén
usando alblimina sérica bovina.

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

Nota 2: Para la determinacién de proteina por este método se proceden a hacer
diluciones del homogeneizado concentrado, donde se busca que las soluciones
tengan un contenido de 0.01 a 0.1 mg / ml de proteina. En este estudio se
usaron diluciones de 1:400

5. PREPARACION DE LA CURVA PATRON DE ALBUMINA.

Preparar soluciones con concentraciones de 0, 5, 20, 40, 60, 80 y 100 pg / m|, a partir
de la solucién de albumina sérica bovina (1mg/mi).

A 1.2 ml de cada solucién estandar; afadir 0.9 ml de reactivo mezcla y agitar en
vortex, adicionar 0.6 m| de reactivo C y agitar inmediatamente, adicionar nuevamente 0.6
ml de reactivo C y mezclar vigorosamente; incubar por 45 minutos protegiéndolos de la
luz.

Leer las absorbancias a 750 nm, usando el espectrofotdmetro contra blanco de
reactivos.

Trazar grafica de absorbancia contra concentracién de albumina sérica bovina
(expresado como pg de albumina sérica bovina).
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6. CALCULOS.

La concentracién de proteina de Ia muestra se lee a partir de la curva de calibracion y

los resultados se expresan en pug proteina/ mi.
Este resultado se multiplica por el factor de dilucién. El resultado se convierte de

microgramos a miligramos.
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DETERMINACION DE GLUCOSA POR EL METODO DE GLUCOSA OXIDASA
PEROXIDASA.

Esta determinacion colorimétrica utilizé 1a técnica de Trinder ** con modificaciones de
Dabhlqvist ** y Bergmeyer. *°

1. PRINCIPIO.

glucosa + O; + H,O G0,  Acido glucodnico + H,0,

H,O, + fenol + 4-aminofenazona -—"°°——  cromégeno rojo + 2 H.0

Para determinar la concentracidn de glucosa liberada en el ensayo enzimatico, la
glucosa es oxidada por la glucosa oxidasa (GOD) en solucién acuosa a acido glucdnico y
peréxido de hidrégeno. El peroxido de hidrégeno reacciona en presencia de la peroxidasa
(POD) con el fenol y la 4-aminofenazona, para formar un cromégeno rojo.

La intensidad del color que se desarrolla es proporcional a la concentraciéon de glucosa
y puede ser medida en el espectrofotémetro a 520 nm.

2. REACTIVOS

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

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

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

Disolver 61 g Tris en 85 ml de acido clorhidrico, § moVL, y diluir con agua a 1000 mti; sies
necesario ajustar el pHa 7.0
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o Reactivo "B" 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.

o Solucion estandar de glucosa (10 mg/ml). J.T. Baker, No. 50-99-7
Disolver 100 mg de glucosa anhidra en agua y llevar a 10 ml.

Nota: Todos los reactivos deberan ser grado analitico. El agua para la preparacién de
los reactivos debe ser destilada.

3. EQUIPO.

= Bafo de agua WVR Brand Inmersion Circulators (Modelo 1112).

= Centrifuga Sorvall (Modelo Super T 21).

= Espectrofotémetro Sequoia Turner (Modelo 340), con celdas de 1 cm.
= Pipetas automaticas (50-200 pL, 100-1000 pl., 2-10 ml)

= Vortex

4. DETERMINACION DE LA GLUCOSA LIBERADA EN LOS HIDROLIZADOS DEL
ENSAYO ENZIMATICO DE LAS DISACARIDASAS.

ENZIMAS: MALTASA Y LACTASA.

En un tubo de ensayo adicionar 0.2 mi del hidrolizado obtenido en el ensayo
enzimatico de las disacaridasas (el cual se explica en paginas posteriores) y agregar 2.5
mi de reactivo A de glucosa-oxidasa-peroxidasa (el cual debe estar a temperatura de
37°C), mezclar por agitaciéon en un vortex e incubar a 37°C por 10 min. Dejar reposar 20
min. y teer en el espectrofotémetro 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 ml! de reactivo B
de glucosa-oxidasa-peroxidasa (a temperatura de 37°C), mezclar por agitaciéon en un
vortex e incubar a 37°C por 10 min. Dejar reposar 20 min. y leer en el espectrofotometro a
520 nm contra blanco de reactivo.

5. CURVA PATRON DE GLUCOSA.

PARA DETERMINAR LA GLUCOSA LIBERADO EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE
LA MALTOSA Y LACTOSA

A partir de una solucién estdndar de glucosa concentrada (10 mg/ml) realizar una
dilucion 1:10 para tener una solucién de glucosa de tmg/mi y tomar alicuotas de 0.5, 0.4,
0.3, 0.2, 0.1 ml y llevar a 1 mi con agua desionizada.

Para la determinacion de glucosa se toman 0.2 ml de las diluciones anteriores, las
cuales tendran concentraciones de 100, 80, 60, 40 y 20 ug, respectivamente, a las que
posteriormente se les agregan 2.5 ml de reactivo de glucosa-oxidasa-peroxidasa
(previamente llevado a 37°C), mezclar e incubar a 37°C por 10 min. Dejar reposar 20 min.
y leer en el espectrofotometro a 520nm.

El blanco de la curva (de reactivos) se obtiene al adicionar 0.2 ml de agua desionizada
y 2.5 ml de reactivo de glucosa-oxidasa-peroxidasa. El cual se mezcla e incuba a 37°C
por 10 min. y se lee a 520 nm.

El espectrofotometro se debe de ajustar con el blanco de reactivos de la curva patrén.

PARA DETERMINAR LA GLUCOSA LIBERADA EN LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA
SACAROSA
A partir de una solucién estandar de glucosa concentrada (10 mg/ml) realizar una

dilucién 1:10 para tener una solucion de glucosa de 1mg/mi y tomar alicuotas de 0.5, 0.4,
0.3, 0.2, 0.1 mly llevar a1 ml con agua desionizada.
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Para la determinaciéon de glucosa se toman 0.2 mi de las diluciones anteriores, las
cuales tendran concentraciones de 100, 80, 60, 40 y 20 pg, respectivamente, y
adicionarles 0.3 ml de buffer Tris (para contrarrestar la dilucién efectuada por le buffer
Tris, al detener la reaccién en el ensayo para determinar la actividad enzimética) y
posteriormente agregar 2.5 mi de reactivo de glucosa-oxidasa-peroxidasa (previamente
llevado a 37°C), mezclar e incubar a 37°C por 10 min. Dejar reposar 20 min. y leer en el
espectrofotémetro a 520nm. El blanco de la curva (de reactivos) se obtiene al adicionar
0.2 m! de agua desionizada con 0.3 ml de buffer Tris pH 7.0 y 2.5 ml de reactivo de
glucosa-oxidasa-peroxidasa. Se mezcla e incuba a 37°C por 10 min. Posteriormente se
lee a 520 nm.

El espectrofotémetro se debe de ajustar con el blanco de reactivos de la curva patrén.

6. CALCULOS

Las curvas patrén de glucosa se elaboran con al menos 4 estandares de glucosa de
concentraciones entre los 0-100 ug de glucosa y se leen en un espectrofotémetro a 520
nm. Se elabora una grafica de concentracién contra absorbancia.

La concentracion de glucosa en microgramos por miililitro de la sofucién evaluada
(muestra menos el blanco), se lee a partir de la curva de calibracién.

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

microgramos a miligramos.
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ENSAYO ENZIMATICO EN LAS DISACARIDASAS Y EVALUACION DEL EFECTO DE
LOS TANINOS EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

El ensayo para determinar la actividad enzimatica de las disacaridasas y el efecto
inhibitorio de los taninos, utilizan las técnicas empleadas por Carmona.®

1. PRINCIPIO.
Disacérido + H,O ~ -—--DISACARIDASA___,  gjucosa + monosacarido

Este método se basa en la incubacion de un disacarido (maltosa, sacarosa, lactosa),
con la disacaridasa apropiada, seguida de un ensayo de liberaciébn de glucosa en
condiciones adecuadas de temperatura y tiempo.

La glucosa liberada en el ensayo enzimético se determina por el método de glucosa
oxidasa peroxidasa.

2. REACTIVOS.

a Buffer de citratos pH= 6.0, (0.1 M)*2,
Disolver 0.265 g de acido citrico monohidratado y 2.9282 g de citrato de sodio dehidratado
en agua y llevar a 100 mi. Ajustar a pH 6. Guardar en refrigeracion, protegido de la luz.

o Buffer de citratos pH = 6.3, (0.1 M)*.

Disolver 0.1583 g de &cido citrico monohidratado y 3.0984 g de citrato de sodio
dehidratado en agua y levar a 100 ml. Ajustar a pH 6.3. Guardar en refrigeracién,
protegido de Ia luz.

o Solucidn de maltosa (50 mg / mi).Sigma M-5885.
Disolver 0.5263 g de maltosa monohidratada en buffer de citratos pH 6.3 y llevar a 10 m!
con buffer pH 6.3. Guardar en refrigeracion.
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0o Solucién de sacarosa (50 mg / ml). Sigma S-7903.
Disolver 0.5 g de sacarosa anhidra en buffer de citratos pH 6.3 y llevar a 10 ml. Guardar
en refrigeracion. ’

O Solucién de lactosa (50 mg / ml). Sigma L-3625.
Disolver 0.5263 g de lactosa monohidratada en buffer de citratos pH 6.0 y llevar a 10 ml.
Guardar en refrigeracion.

o Acido clorhidrico (5 mol / L)
Tomar 41.5 ml de &cido clorhidrico (PM. 36.46 g/mol, 37 % Acido clorhidrico y densidad

1.187 g/ml) y Hevar a 100 ml.

o Buffer Tris (0.5 mol/L, pH =7.0).
Disolver 61 g Tris en 85 mi de Acido clorhidrico, 5 moVl/L, y diluir con agua a 1000 ml; sies
necesario ajustar el pHa 7.0

Q Solucién salina (0.15 M).
Disolver 8.766 g de cloruro de sodio en agua y llevar a 1000 mi.

a Solucién de taninos del frijol negro Jamapa (1 mg/mi).

Del extracto de taninos obtenido anteriormente (ver preparacién muestras), realizar la
dilucién respectiva para obtener esta concentracion de 1 mg /mil, expresado como
equivalentes de acido tanico (E.A.T.).

Nota: Todos los reactivos deberan ser grado analitico. El agua para la preparacién de
los reactivos debe ser destilada.

3. EQUIPO.

= Bafo de agua, VWR Brand Inmersion Circulators (Modelo 1112).

= Centrifuga Sorvall (Modelo Super T 21).

= Espectrofotémetro Sequoia Turmner (Modelo 340), con celdas de 1 cm.
= Homogeneizador con pistilo de vidrio, Pyrex con capacidad de 40 ml.
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= Pipetas automaticas (50-200 uL, 100-1000 L, 2-10 mi)
= Vortex

4. PREPARACION DE LOS HIDROLIZADOS DE LAS DISACARIDASAS.

MALTASA

En un tubo de ensaye se prepara la mezcla de ensayo en la que se adicionan: 0.5 ml
de la fraccién del borde del cepillo diluida— usado como fuente de enzima -, 0.36 ml de
solucién de maltosa (50 mg/mtl) y 0.14 mt de buffer de citratos 0.1 M a pH 6.3. La reaccién
empieza con la adicion de la solucién de maltosa. La mezcla se incubada a 37°C por 60
min. La reaccién se interrumpe al colocar los tubos de las muestras por 4 minutos en un
bafio de agua hirviendo (92 + 1 °C).

El blanco de la muestra se obtiene al adicionar el sustrato y meter inmediatamente el
tubo a! bafio de agua hirviendo, dejario durante 4 min. Esto tiene como propésito corregir
las lecturas al determinar {a cantidad de glucosa libre presente en la fraccion del borde del
cepillo del intestino delgado y del sustrato.

Para determinar la concentracién 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 jévenes.
SACARASA
En un tubo de ensaye adicionar 0.5 ml de la fraccién diluida del borde de! cepillo —

como fuente de enzima -, 0.36 ml de solucién sustrato de sacarosa (50mg/ml) y 0.14 ml
de buffer de citratos pH 6.3. La reaccibn empieza con la adicién de la solucién de
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sacarosa, la mezcia de reaccion se incuba a 37°C por 60 min. La reaccién 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 m! de buffer Tris pH 7.0,
inmediatamente después de adicionar el sustrato. Para comregir las lecturas a! detemminar
la cantidad de glucosa libre presente en la fraccién del borde del cepillo del intestino
delgado y del sustrato.

Para determinar la concentracion 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 jovenes.

Nota 2: El usar el buffer Tris pH 7.0 tiene la doble funcion de interrumpir 1a actividad de la
disacaridasa al final del periodo de incubacidon 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 ml de 1a fraccién del borde del cepillo diluida, como
fuente de enzima, 0.36 ml de solucidén sustrato de lactosa (50 mg/m!) y 0.14 ml de buffer
de citratos pH. 6.0. La reaccion empieza con la adicién de la solucién de lactosa y la
mezcla de ensayo se incuba a 37°C por 60 minutos. La reaccién se interrumpe al colocar
los tubos de las muestras en agua hirviendo (92 + 1 °C) durante 4 min.

El blanco de fa 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 fraccion del borde del
cepillo del intestino delgado y del sustrato.

Para determinar la concentracion de glucosa liberada en la muestra se hace uso del
método de glucosa oxidasa peroxidasa (ver determinacién de glucosa).

42




METODOLOGIA

Nota: Las diluciones en estos ensayos fueron: ratas lactantes 1:20, ratas recién
destetadas de 1:3 y en ratas jévenes de 1:5.
5. EVALUACION DEL EFECTO DE LOS TANINOS DEL FRIJOL NEGRO JAMAPA

Tomar 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 ml del extracto de taninos (1 mg/ml) y llevar a 1.4 m|
con agua desionizada o buffer de citratos al pH respectivo, para tener concentraciones de

100, 80, 60, 40, 20 y 10 pug/0.14 ml. En esta determinacion se sustituyen los 0.14 mi de -

buffer de citratos por los 0.14 m! de ia respectiva solucién de taninos en solucidn acuosa.
El experimento se sigue conforme se indica en la preparacién de hidrolizados de la

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

fraccion del borde del cepillo del intestino delgado, asi como, del sustrato y de la solucidon

de taninos.

Nota: Tanto el blanco de reactivos (correccién por glucosa en fraccién del borde del
cepillo del intestino delgado y del sustrato), como el blanco de la muestra (ensayo
libre de taninos) lievan los 0.14 ml 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 ia

curva estandar.
La actividad enzimatica se expresa frecuentemente en términos de unidades (U).
Donde una unidad de actividad disacaridasa es la conversién de un micromol de

disacarido por minuto a 37 °C.

Unidad de actividad tica = [ #g glu x_factor de dilucién ]

60 min x 0.5 ml xunidades de glu <180
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Las unidades de actividad enzimatico se expresan en U / ml. Las unidades de glucosa
sera de 1 para los casos en que el hidrolizado use sacarosa y lactosa y de 2 para el caso
de maltosa. Los 0.5 ml indican la cantidad de mucosa homogeneizada diluida que se

utiliza en el ensayo.

Unidades de actividad enzimdtica (U / ml)
Concentracién de proteina(mg | ml)

Actividad especifica=

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

de proteina.

7. CALCULOS DEL EFECTO DE LOS TANINOS SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
(% INHIBICION).

La cantidad de glucosa formada (muestra menos el blanco y en su caso menos la
absorbancia de la solucién de taninos) es medida a partir de la curva estandar.
Para calcular el porcentaje de inhibicién se hace uso de la siguiente formula:

% Inhibicion enzimdtica= 100-(4 (:'Itvxdad espe’cmcaiqgl_ ensayo con ?_‘z‘zmno.s % 100)
Actividad especifica del ensayo libre de Taninos

Se debe determinar el % de inhibicién enzimatico para cada uno de los ensayos en

que se adicion6 una solucién con equivalentes de acido tanico (10, 20, 40, 60, 80 y 100

ng EAT)
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ANALISIS ESTADISTICO.

Los andlisis estadisticos aplicados a los resultados obtenidos en este trabajo fueron los
siguientes: media, desviacion estandar, coeficiente de variacién, analisis de varianza para
clasificaciéon de una via y prueba de rango multiple de Duncan; haciendo uso del
programa estadistico Statgraphics versién 5.0.5
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DETERMINACIONES EN LAS MUESTRAS DE FRIJOL.

Se encontr6 que la porcion de la cascara del frijol representa un 9-11 % y el restante
porcentaje del peso total de la semilla es del cotiledon.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE TANINOS

Curva Patron.

Para evaluar el contenido de taninos por medio de la técnica 1S0O-9648-1988, se
prepard una curva patron con soluciones estdndares de acido ténico con concentraciones
de 0 a 560 pg / ml (grafica 1) presentando una respuesta lineal entre estos limites de
deteccién. Por medio de esta técnica los resultados de los extracto problema se expresan
como equivalentes de acido tanico.

—

Curva patrén de acido tanico para la determi ion de i en la ca a del
frijol negro jamapa.
1
0.8 4 y = 0.0011x + 0.2038
3 R? = 0.9991
=
wy
E 0.6 1
@«
ki1
=
é 0.4
»
<
0.2 4
0 + o
[+] 200 400 €00
Microgramos de acido tanico / mt

Grafica 1. Para determinar el contenido de taninos en el extracto metanélico se usen soluciones estandar con
concentraciones de 0, 80, 160, 240, 320, 400, 480, 560 pug de acido tanico, en las condiciones de 10 minutos
de incubacién a temperatura ambiente.
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Detemminacién en las muestras.

Con esta técnica se determiné el contenido de taninos totales tanto de la cascara como
del cotiledon, ya que en el frijol no sélo se encuentran taninos condensados, sino también
taninos hidrolizables.

En la tabla 1, se presentan los resultados del contenido de taninos tanto de la cascara
como del cotiledén y se observa que los taninos se concentran en el extracto de la
cascara de los frijoles. Asi también al evaluar los taninos del extracto del cotiledén la
concentracion no fue cuantificable debido a que presenté una absorbancia menor a la def
blanco de la curva estandar; lo cual indica que los compuestos polifendlicos estan
estrechamente ligados a fa pigmentacién de la cascara del frijol en estudio.

Tabla 1. EVALUACION DEL CONTENIDO DE TANINOS TOTALES EN LAS
FRACCIONES DE FRIJOL NEGRO JAMAPA,

Fraccién frijol negro Contenido de taninos Desviacién estandar
Jamapa totales
(g E.A.T.* / 100 g muestra)

Cascara 1.647 0.01966
Cotiledén N.C? -
Se hizo en dos extractos por triplicado, en las condiciones de 10 minutos de inct ion a P
ambiente. Los resuttados estan expresados como equivalentes de acido ténico.”
'we.v.<12

2 No cuantificabie

Se considera que la técnica ISO para determinar el contenido de taninos totales es
muy precisa ya que el coeficiente de variacion entre las muestras es muy bajo.

Para evitar ermores al cuantificar el contenido de taninos totales en las muestras, es
necesario hacer una nueva curva patron de &acido tanico cada que se haga una
determinacién a las muestras de la cascara del frijol; ademas, es necesario cuidar muy de
cerca la vida util de los reactivos para no alterar los resultados de las muestras. Cabe
sefialar que es muy importante cuidar las muestras al realizar la agitacién, ya que podria
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ser otra variable que afecte esta determinacion, por una deficiente extraccién de los
taninos.

Al realizar las determinaciones de la actividad de las disacaridasas se encontré el
problema de que la DMF es un solvente muy téxico y al quedar posibles residuos
afectaria el ensayo con las disacaridasas; por lo que se procedié a evaluar la posibilidad
de usar un disolvente diferente. Para este fin se usaron extractos con: a) Metanol
acidificado con 1% de HCI, con el cual se logra una mayor recuperacién de taninos totales
sin embargo no se reconstituye completamente en el agua desionizada; b) El metanol
absoluto, donde si se logra una reconstitucibn completa en el agua desionizada, aun
cuando se tiene una menor recuperaciéon de taninos totales. En la bibliografia se reporta
que el metanol acidificado con 1% de HCI también arrastra otros compuestos no fenélicos
a diferencia del metanol absoluto,’? el cual es usado como solvente de extraccién en
métodos para la evaluaciéon de taninos como el de vainillina. Los resultados anteriores,
muestran que la mejor opcidn como disolvente después de la DMF, es el metanol
absoluto, aunque la recuperacién es menor.

Conforme a lo anterior, se buscé obtener un extracto como se indica en la
metodologia, por lo cual el extracto metandlico (b) se destila a sequedad en un rotavapor
(con vacio) en bafio de agua a una temperatura de 60 °C y posteriormente se
reconstituyeron en 5 ml de agua desionizada con una concentracién de taninos totales > 1
mg de E.A.T. / ml de la cascara del frijol negro, la cual se uso posteriormente en el ensayo
de evaluacién del efecto de los taninos sobre la actividad de las disacaridasas.
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DETERMINACION DE PROTEINA

Curva Patrén.

Al evaluar la proteina presente en el extracto de la mucosa intestinal haciendo uso del
método de Lowry, se encontré que la curva patron realizada en esta técnica pemnite
obtener datos lineales dentro del rango de 0 y 100 pg de albomina sérica bovina (Grafica
2).

Curva patrén de albumina sérica bovina, para ia determinacién de proteina en los
ensayos de di rid
0.6
£ 0.5 y = 0.0048x + 0.0098
2
é 04 R*=0.9978
[
303
[
©
g 0.2 |
L
< 04
) — — . — —
[v] 20 40 60 80 100 120
Microgramos de albumina sérica bovina / mL
Grafica 2. Para cuantificar la proteina presente en los homogeneizados det ir ino delgado se usan

soluciones estandar de albumina sérica bovina con concentraciones de 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ng en las
condiciones de 45 minutos de incubacion a temperatura ambiente protegidas de a luz.

Determinacién_en las muestras.

Las determinaciones por sextuplicado (sobre un mismo extracto) del contenido de
proteina en los homogeneizados de la mucosa del intestino delgado de ratas por este
método, se encontré un contenido de proteina de 4.92 + 0.108 mg/ml de muestra, que
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presentan un coeficiente de variacion del 2.2%, lo que indica precision en la
determinacion.

Para lograr 6ptimos resultados en esta técnica la curva patr6n se debe de elaborar
todos los dias en que se realicen determinaciones de proteina en la muestra, ademas es
importante considerar que al preparar las soluciones de albimina sérica bovina se debe
evitar lo mas posible la formacién de espuma, para lograr el aforo exacto.
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DETERMINACION DE GLUCOSA. ENSAYO ENZIMATICO

Curva patrén glucosa.

o e o
Curva patrén de glucosa. Para la determinacién de ia actividad sspecifica /
de las di rid. del ¥ i igado de ratas. {
1.2 {
1 y = 0.0096x - 0.0036 :
- R?=0.9985 !
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2
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0.2
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Gréfica 3. Condiciones de incubacitn a 37 *C por 10 minutos.

Al evaluar la glucosa presente en el extracto de la mucosa intestinal haciendo uso del
método de glucosa-oxidasa-perosidasa, se encontrd que la curva patron realizada en esta
técnica permite obtener datos lineales dentro de los limites de deteccion de 0 y 100 pg de

glucosa (Gréfica 3).
Determinacioén_en las muestras.

Para la determinacién de la actividad enzimatica se empleo un método de hidrolisis de
las disacaridasas, usando como sustrato el disacarido respectivo en condiciones de 60
minutos a 37 °C 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.*
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Posteriormente se midio la glucosa liberada, por el método colorimétrico de glucosa
oxidasa peroxidasa, los resultados se expresan por mililitro de hidrolizado.

Para los ensayos tanto de la maltasa, sacarasa y lactasa, en las condiciones descritas
en ia metodologia se encontré que la fiberacidn de glucosa es lineal con respecto al
tiempo (condiciones de estudio de 60 minutos, a 37 °C), donde es muy importante
respetar los tiempos de incubacion y que todos los reactivos estén a 37 °C para lograr una
éptima liberacién de glucosa. En la gréfica 4 se muestra un ejemplo de las curvas de
liberacién obtenidas en el ensayo, donde se confirna que las condiciones de estudio son
las adecuadas para determinar la actividad enzimatica para cualquiera de las
disacaridasas en estudio.

f Curva de liberacion promedio de glucosa. Hidrélisis enzimatica de 1a Lactosa
en ratas de 15 dias.
600
500 y=7.1811x-9.8179
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Grafica 4. Curvas de liberacidén de glucosa en condiciones de: 0.5 ml de extracto enzimatico diluido, 0.36 mi
de trato en cor i6n de 50 mg/ml Lactosa y 0.14 m! de buffer de citratos pH 6.0. Donde la
concentracion de glucosa en ug/ ml de hidrolizado se midié a fos 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min de incubacion
a 37 *C. Se usaron n = 3 ratas y las determinaciones se hicieron por duplicado.

En el caso de que los hidrolizados presenten turbiedad por precipitacion de la proteina
después de que la actividad de la disacaridasa ha sido intemrumpida por calor (agua en
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ebullicién) y antes de determinar 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
podria ser en los casos en que las disacaridasas presenten una baja actividad enzimatica
y se requiere de una muestra mas concentrada para realizar el ensayo de liberaciéon de
glucosa.

Al evaluar la actividad enzimatica de las disacaridasas del intestino delgado de las
ratas en términos de micromoles de disacarido hidrolizado por minuto a 37 °C por mg de
proteina se observé una variacién en la actividad de la enzima conforme va creciendo la

rata, la cual es presentada en la grafica 5.

( Actividad Especifica de las Disacaridasas del Intestino Delgado de
Ratas
0.35+
0.3
0.25-
Unidad de
actividad 0.2
especifica g q5.
(Wmg)
0.1
0.05

15 dias 21 dias 2 meses

Edad de las ratas

W Maltasa [ Sacarasa MLactasa |

Gréfica 5. Efecto de la edad en la aclividad de las disacarid. del intestino delg de ratas. En condiciones
de 0.5 mi de extracto enzimatico diluido, 0.36 ml de sustrato en concentracion de 50 mg/ml (Maltosa,
Sacarosa o Lactosa) y 0.14 mi de buffer de citratos (pH 6.3 para Sacarasa y Maltasa y pH 6.0 para Lactasa) a
tos 60 min de incubacién a 37°C. Se usaron n= 3 ratas y las determinacioneas se hicieron por duplicado.

En el caso de la maltasa se obsefva que la rata si presenta actividad a los 15 dias, y
que esta alcanza su maximo a los 21 dias, llegado el momento de su destete, esto debido
a que las ratas comienzan a recibir alimento a los 18 dias de nacidas; posteriormente hay
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una disminucion en la actividad a los 2 meses, donde, se supone los valores de actividad
enzimatica han alcanzado los niveles de una rata adulta y permaneceran mas o menos
estables. Esto coincide con lo reportado en la bibliografia, donde se encontré que las
ratas presentan cierta actividad de estas enzimas al nacer y que conforme su dieta
cambia, la produccién de esta enzima se va incrementando alcanzando su maxima
actividad al momento del destete, y que estos valores decrecen un poco conforme avanza
la edad de la rata, lo cual se ve compensado con el aumento de tamario del intestino.> 3*

La sacarasa es reportada en la bibliografia con un comportamiento similar al de la
maltasa®, sin embargo en este estudio se encontrd que la actividad en la rata es muy
baja a los 15 dias de nacida, casi no perceptible y que se incrementa con el tiempo (la
edad), siendo mayor a los 21 dias, alcanzando la maxima actividad a los 2 meses. La
explicacion a este fendmeno radicaria en el tipo de dieta con que se alimenta a la rata, la
cual no estimula de igual manera la accion hidrolitica de |a sacarasa como la de la
maltasa.

Al observar el comportamiento en ia lactasa, se visualiza que el maximo de actividad
entre las edades en estudio se presenta a los 15 dias, y que ésta disminuye
drasticamente a los 21 dias hasta presentar casi la pérdida de la actividad a los dos
meses. Lo cual coincide con lo informado por otros autores, > 32 3%4° donde los mamiferos
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 disacaridasa.

Al realizar el andlisis de varianza de una sola via con un 90 % de nivel de confianza y la
prueba de rango mdattiple de Duncan, como métodos estadisticos para evaluar los
resultados obtenidos de las diferentes actividades enzimaticas de las ratas en estudio, se
encontré que cualquiera de las disacaridasas de los homogeneizados de las ratas a las
cuales se les determind la actividad enzimatica en una misma edad (dentro de un mismo
grupo) no presentan diferencia estadisticamente significativa, excepto por el caso de la
lactasa a los 21 dias la cua! muestra diferencia estadisticamente significativa. Sin
embargo, al estudiar el comportamiento de estos entre las edades en estudio de 15 dias,
21 dias y 2 meses (entre grupos), se logré observar que presentan diferencia
estadisticamente significativa en su actividad enzimatica tanto en las enzimas maltasa,

sacarasa y lactasa.
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Por otro lado en a tabla 2 se observa que el % de coeficiente de variacion entre los
duplicado de las tres ratas evaluadas es bajo, confirmando que la técnica permite obtener
datos reproducibles, a excepciéon del 22.1 % presentado por las ratas al determinar la
actividad de la lactasa a los 21 dias, lo cual se explicaria al decir que en este momento de
transicién en el cambio de dieta de la leche a la dieta comercial que se origina a partir de
los 18 dias 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 COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LAS
DISACARIDASAS DEL INTESTINO DELGADO DE RATAS DE TRES EDADES.

DISACARIDASAS

15 DIAS 21 DIAS 2 MESES

Actividad enzimatica 0.1138 + 584 x 0.3236 £ 9.42 x 0.2606 £ 7.61 x
Maltasa U/ mg de proteina 103 10> 103

% Coeficiente de 5.13 2.91 2.91

variacion

At/:tividad enzimatica 0.0105 + 4.54 0.048 + 1.55x 0.103 + 3.52x
Sacarasa U/ mg de proteina x 10" 10° 107

% Coeficiente de 4.31 3.2 3.4

vanacion

G;:tividad enzimética 0.126 + 2.39x 0.0137 £ 3.03 0.00980 + 1.23
Lactasa mg de protelna 103 < 10° % 10

% Coeficiente de 1.9 22.1 1.3

variacién

En condiciones: 0.5 mi de extracto enzimético diluido, 0.36 mi de sustrato en concentracion de 50 mg/m!
(Matltosa, Sacarosa o Lactosa) y 0.14 ml de buffer de citratos (pH 6.3 para Sacarasa y Matltasa y pH 6.0 para
Lactasa). Donde la actividad enzimatica se mide a los 60 min de incubacién a 37°C. Se usaron n=3 ratas y
tas determinaciones se hicieron por duplicado.

* La actividad enzimatica esta expresada en U / mg de proteina, es decir, las micromoles de disacarido
hidrolizado por minuto a 37 *C por mg de proteina.
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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 ug equivalentes de acido tanico.

Al evaluar el efecto de inhibicién de los taninos del frijol negro Jamapa sobre las
disacaridasas de la fraccién del borde del cepillo del intestino delgado, se utilizaron
soluciones de 10-100 pg equivalentes de acido tanico en 0.14 ml, los cuales se
adicionaron en los ensayos enzimaticos, observandose que estas enzimas se ven
afectadas por la adicién de los compuestos polifendlicos al medio de ensayo, como se
muestra en las graficas 6, 7 y 8. Donde se incluydé un blanco de la muestra la cual no

presenta taninos (O ug E.A.T.).

Inhibicion sobre |la maltasa

Efecto de los taninos de la cascara del frljol negro jamapa sobre 1a actividad
enzimatica de la Maltasa en el intestino delgado de ratas.
100
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Gré 6. Se en cuefila las siguientes condiciones: 0.5 mi de extracto enzimatico diluido, 0.36 mi

de Maltosa (50 mg/mJ) y 0.14 m! del extracto de taninos del frijol ( 0, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ug). Donde la
actividad enzimatica de la Maltasa es tomada a los 60 min a 37°C. Se usaron n = 3 ratas y las
determinaclones se hicieron por duplicado.
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Para la maltasa los % de inhibicién maxima son de: 90.4 + 2.77 en ias ratas lactantes,
88.3 + 2.97 en las ratas recién destetadas y de 87.7 + 2.35 en las ratas jovenes. Esta
enzima se ve fuertemente inhibida debido a que en las diferentes edades evaluadas esta
se presenta siempre disponible para formar compiejos con los taninos, tos que afectan su
actividad hidrolitica.

Inhibicién sobre la sacarasa

Efecto de los taninos de la cascara del frijol negro jamapa sobre Ié actividad l

enzimatica de la Sacarasa en el intestino deigado de ratas. ;
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Grafica 7. Se tomaron en cuenta las siguientes condiciones: 0.5 ml de extracto enzimatico diluido, 0.38 mi
de Sacarosa (50 mg/mi) y 0.14 ml del extracto de taninos de! frijol (0, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ug). Donde la
actividad enzimitica de la Sacarasa es tomada a los 60 min a 37°C. Se usaron n = 3 ratas y las
determinaciones se hicieron por duplicado.

En el caso de la sacarasa se encuentran % de inhibicion méaximos de: 43.4 + 2.56 en
las ratas lactantes, 54.6 1+ 2.96 en ratas recién destetadas y 50.7 + 1.39 en ratas jovenes,
al adicionar 100 pug E.A.T. Donde el comportamiento es muy similar, sin embargo es aun
menor en las ratas lactantes, lo que indicaria una menor disposiciéon de esta enzima para
interactuar con los taninos del medio.
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Inhibicién sobre la lactasa

Efecto de los taninos de la cascara del frijol negro jamapa sobre la actividad
enzimatica de la Lactasa en el intestino delgado de ratas.
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Grafica 8.  Se tomaron en cuenta las siguientes condiciones: 0.5 mi de extracto enzimatico diluido, 0.368 ml
de Lactosa (50 mg/ml) y 0.14 ml del extracto de taninos del frijol ( 0, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ug). Donde la
actividad enzimatica de la lactasa es tomada a los 60 minutos a 37°C. Se usaron n = 3 ratas y las
determinaciones se hicieron por duplicado.

La actividad enzimatica de la lactasa al adicionarle 100 ug E.AT. alcanza % de
inhibicion de: 69.5 + 1.07 en ratas lactantes, 42.7 + 2.99 en ratas recién destetadas y
42 3 + 2.35 en ratas jovenes. Donde la maxima inhibicién 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 inhibicién mucho mas fuerte que en las otras edades evaluadas, lo cual se entenderia
se debe a que en esta edad la lactasa esta mas ampliamente distribuida, por necesidad
de la rata de consumir este disacarido.

Se puede apreciar en todos los ensayos de inhibicién de la actividad enzimética de las
disacaridasas realizados en este experimento, que la hidrélisis de los disacaridos se ve
afectada cuando se adicionan los taninos extraidos al frijol negro al medio de ensayo. La
inhibicién va aumentado conforme se incrementa la concentraciéon de taninos.
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Se observa que de las tres disacaridasas evaluadas (en las tres diferentes edades)
que la maltasa disminuye mas rapidamente su actividad enzimatica, en comparacién con
la sacarasa y la lactasa.

Por estudio estadistico, mediante del andlisis de varianza de una sola via con un
intervalo de confianza del 90 % y de la prueba de rango multiple no se encontraron
diferencias significativas entre las determinaciones realizadas al efecto inhibitorio de las
disacaridasas evaluadas a las tres edades de ratas en estudio, para el caso de la maftasa.

Se encontrd que la enzima lactasa y sacarasa muestran diferencia significativa en las
inhibiciones maximas de las ratas de 15 dias con respecto a las de 21 dias y 2 meses.

El no encontrar diferencia significativa en el efecto inhibitorio entre las ratas de 21 dias
y las de 2 meses, para los casos de sacarasa y lactasa, es probablemente a que su
distribucidn a lo largo del intestino es mas uniforme.

A partir de estudios anteriores, donde, Unicamente se evalud el efecto de compuestos
fenolicos y acido tanico sobre la sacarasa -rata adulta- (Welsch, C.A. y col.,1989); y de
las determinaciones del efecto de los taninos condensados purificados sobre las
disacaridasas en una sola edad —rata adutta- (Carmona 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 adufto joven-; se
observa que los taninos presentan una fuerte afinidad por las disacaridasas del intestino
delgado, lo cual implica una disminucién en el aprovechamiento de los nutrimentos del

frijol u otros alimentos que contengan taninos.

60






CONCLUSIONES

La técnica 1ISO 9648/1988 nos permite obtener la optima concentracién de los
taninos contenidos en el extracto hecho a la cascara del frijol negro Jamapa: ademas
de que se encontrd que es lineal y tiene un limite de deteccién entre los 0 y 560 ug de
acido tanico.

En la técnica para determinar proteina por el método de Lowry es necesario realizar
una curva en cada una de las determinaciones enzimaticas de las muestras, dado
que la concentracién de proteina del extracto de ta mucosa intestinal de rata varia
entre las ratas recién destetadas y las ratas jévenes y las determinaciones realizadas
por el método de Lowry son lineales entre los 0 y 100 ug de proteina, por lo que es
necesario que la muestra se encuentre dentro de éste intervato.

En la técnica de glucosa oxidasa peroxidasa se observa linealidad entre los Oy 100
ug glucosa; por lo que ias muestras deberan ajustarse a estas concentraciones para
evitar errores en la determinacion.

Se encontré que en las condiciones establecidas para el ensayo con las enzimas
maltasa, sacarasa y lactasa, se obtiene una liberacién lineal de la glucosa al realizarse
la hidrélisis enzimatica.

Se observé que los taninos extraldos de la cascara 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 concentracion de las soluciones de
taninos en la mezcla de ensayo, se disminuye la actividad enzimatica de las
disacaridasas (sacarasa, maltasa y lactasa). Confirmando lo establecido previamente
en la hipdtesis de este trabajo.
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» En las graficas obtenidas se observa que la maitasa disminuye mas rapidamente su
actividad enzimatica, en comparacién con la sacarasa y la lactasa. Donde la lactasa y
sacarasa se ven inhibidas de manera similar, adn cuando la lactasa se encuentre en

valores ligeramente por debajo de la sacarasa.
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