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INTRODUCCION

Los vegetales son comunmente consumidos por los seres humanos porque son
fuente de fibra, vitaminas, minerales y antioxidantes.

El acido oxalico se encuentra de manera natural en algunos alimentos como
espinacas, acelgas, etc. el problema principal que determina el oxalato es el de
la disponibilidad de calcio en la racion alimentaria, ya que se combina con el
calcio para formar un complejo insoluble; ademas de que la ingesta de altos
niveles de oxalato puede producir hiperoxaluria, potencialmente conduciendo a

calculos en riidn y vejiga, y en el extremo, edema renal y calcificacion.

Existe el método oficial de la AOAC (1995)" para la determinacion de acido
oxalico en vegetales enlatados que permite cuantificarlo, pero es un método
que lleva mucho tiempo y que no esta probado en plantas comestibles crudas o
sin haber llevado a cabo un proceso industrial, de manera que en este trabajo
se decidid aplicar el método oficial para vegetales enlatados a plantas
comestibles en crudo y cocidas (sometidas a un tratamiento de coccién
convencional) y comparar los resultados obtenidos con los nuevos métodos
propuestos en recientes articulos que publican nuevos meétodos de menor
tiempo de realizacion y con extractos de muestras crudas; ademas de que
proporcionan informacion sobre la cantidad de oxalato soluble, insoluble y total,
lo cual no se obtiene por el método oficial de la AOAC con el que solo se

obtiene la cantidad de oxalato total.

En este estudio el propdsito fue obtener la cantidad de acido oxalico presente

en las muestras de plantas comestibles: espinacas (Spinacia oleracea),



acelgas (Beta vulgaris var. cicla), verdolagas (Portulaca oleraea L.), berros
(Nasturtium officinale); y verificar el efecto del tratamiento térmico de las

mismas en la determinacion por el método oficial de la AOAC.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la cantidad de acido oxalico en muestras de plantas

comestibles crudas y cocidas por el método oficial de la AOAC.

OBJETIVOS PARTICULARES

Conocer la concentracion de acido oxalico en muestras de espinacas
(Spinacia oleracea), acelgas (Beta vulgaris var. cicla), verdolagas

(Portulaca oleraea L.), y berros (Nasturtium officinale) crudos.

Analizar el efecto del tratamiento térmico convencional a las muestras de
espinacas (Spinacia oleracea), acelgas (Beta vulgaris var. cicla),

verdolagas (Portulaca oleraea L.), y berros (Nasturtium officinale).

Realizar un analisis estadistico a los resultados para verificar la

tendencia que se obtiene entre los resultados.

Comparar los resultados obtenidos por la metodologia oficial de la

AOAC con los de la bibliografia.



e Analizar las ventajas y desventajas entre los métodos actuales

publicados en los recientes articulos con respecto al oficial de la AOAC.



Capitulo 1 ANTECEDENTES

La presencia de oxalato en hongos, animales, humanos y plantas ha sido
conocida durante muchos afios. Numerosos estudios han documentado los
efectos del oxalato cuando es consumido por animales y por el hombre. El
oxalato puede ser producido tanto en plantas como en hombres a partir de
precursores, incluyendo el acido ascérbico.?

El acido oxalico es corrosivo. Los oxalatos se combinan con el calcio sérico
para formar oxalato de calcio insoluble. La reduccién del calcio disponible
conduce a una estimulacién muscular violenta con convulsiones y colapso.®

El acido oxalico, presente en forma natural en alimentos como espinaca,
acelga, betabel, etc., puede causar calculos renales e inhibir la disponibilidad

de calcio. Presenta dos pKas (1.46 y 4.4).*

Tabla 1 Propiedades del acido oxalico

Solubilidad
Nombre Formula Pf°C | g/100g H,O a pK1 pK2
20° C
Acido
Oxalico HOOC-COOH 189 9 1.46 4.4

Fuente: Morrison®




Los oxalatos se forman por neutralizacion del acido oxalico con la base
correspondiente o por intercambio del catién. Asi se puede obtener el oxalato

potasico a partir del acido oxalico y del hidroxido potasico:

HO,CCOyH + 2 KOH » KO,CCOK + 2 H,O

Los ésteres del acido oxalico pueden obtenerse con las reacciones clasicas de

esterificacion a partir del acido o del cloruro de oxalil.®

El acido oxalico se obtiene en el cuerpo humano por medio de la sintesis del
acido ascérbico. Una via de metabolismo de la vitamina en seres humanos
comprende su conversidn en oxalato, y la excrecion a la postre en la orina; el
deshidroascorbato probablemente es un intermediario. También se ha
identificado acido ascorbico-2-sulfato como un metabolito de la vitamina C en la

orina humana.’

El 4cido ascérbico, in vivo, es oxidado en dos pasos en los que pierde cada vez
un electron, pasando por una forma ascorbilo de radical libre. Este
intermediario es seguidamente oxidado de acido dehidroascorbico que es
irreversiblemente  hidrolizado para dar acido 2,3-dicetogulénico. La
descarboxilaciéon de este ultimo genera varios compuestos de 5 carbonos
(xilosa, acido xilonico) o es oxidado para dar acido oxalico y varios fragmentos
de 4 carbonos. Ademas, el acido ascérbico puede ser también convertido a

acido ascorbico-2-sulfato.?

Algunas de sus propiedades son: cristaliza con dos moléculas de agua. A 100°
C pierde el agua de cristalizacion, y el acido anhidrido funde a 190° C. Se

utiliza en analisis quimico por su poder reductor y en especial en la



determinacion de magnesio y calcio. También se emplea en tintoreria, en el

curtido de pieles, en sintesis de colorantes y como decapante.’
Existe una variedad de vegetales y alimentos que contienen cantidades

considerables de oxalato. La tabla 2 presenta una relacién de estos alimentos.

Tabla 2 Contenido de oxalato en alimentos

(contenido por 100 g de alimento)

> 100 mg 70-100 mg 40-70 mg

Betabel Col rizada Zarzamora
Manteca de cacao Puerro Apio
Perejil Quimbombd Camote
Cacahuate
Espinaca
Ruibarbo
Acelga
Té

Germen de trigo

Fuente: FELDMAN Elaine ™

Acelgas Espinacas




El oxalato aparece como sales solubles de Na* y K*, acido oxalico y/o como
oxalato de calcio insoluble (CaC;0O4; estado cristalino con dos formas
hidratadas, dihidratado y monohidratado). Los cristales de CaC,04 son visibles
en la orina de animales y humanos y en varios tejidos donde ocurren las

condiciones de sobresaturacion.?

Las formas de los cristales de CaC,0O4 varian considerablemente y se
encuentran en el interior de las células (la mayoria de los oxalatos fueron
encontrados en el interior de las vacuolas de las células) o en las paredes

celulares.™

Los cristales de CaC,04 estan presentes en una variedad de tejidos de
aproximadamente 75% de las plantas, que incluyen la enorme mayoria de

legumbres comestibles.?

El oxalato esta presente en las plantas en forma soluble e insoluble. El oxalato
soluble incluye las sales de sodio, potasio y acido oxalico, y las sales de

oxalato que son pobremente solubles pertenecen a las de magnesio.11

En los tejidos de las plantas el oxalato se presenta como una combinacion de

fuentes de oxalato soluble asi como sales de oxalato insolubles.'?

En la tabla 3 se presentan las cantidades de oxalato total y soluble que se
obtuvieron mediante un método enzimatico y de electroforesis capilar para

muestras de espinacas crudas y cocidas.



Tabla 3 Contenido de oxalato total y soluble
en espinacas crudas y cocidas medido

por un método enzimatico y de electroforesis capilar

Contenido de oxalato

(ac. Oxalico mg / 100 g mtra humeda)

Muestra Método enzimatico Método de

electroforesis capilar

Espinacas crudas

Oxalato total 1145 1114

Oxalato soluble 803 791

Espinacas cocidas

Oxalato total 797 794

Oxalato soluble 468 489

Fuente: WEIWEN, Chai.™

El acido oxalico y sus sales solubles, como el oxalato potasico, precipitan en el
organismo en forma de oxalato calcico, cuyos cristales se depositan en los
conductos renales de los intoxicados e incluso en el interior de las células si la
cantidad ingerida es grande. Por este mecanismo el acido oxalico puede

producir un descenso de la calcemia.™




Desde un punto de vista estrictamente nutricional, el problema principal que
determina el oxalato es el de la disponibilidad de calcio en la racién alimentaria.
Si consideramos que 2.5 g de acido oxalico precipitan 1 g de calcio, la
disponibilidad de calcio de un alimento viene determinada por la relacién de

acido oxalico g/kg / calcio g/kg.

Tabla 4 Relacion de acido oxalico g/kg / calcio g/kg

en diferentes alimentos

Alimento Relacion de &cido oxalico g/kg /
calcio g/kg
Ruibarbo 100
Espinacas 10
Patatas 5
Cacao 4.16
Té 2.6

Fuente: DERACHE™

Todos los alimentos que tengan una relacion de acido oxalico/calcio superior a
2.5 constituyen una mala fuente de calcio y ademas pueden considerarse como
descalcificantes.™

Otros resultados experimentales realizados en el hombre y en otros animales,
confirman un efecto antinutritivo del oxalato en relacion al calcio, que puede ser
sumamente peligroso durante los periodos en que son especialmente
importantes los aportes de calcio (crecimiento, lactancia). El aporte de calcio

debe ser como minimo suficiente para satisfacer las necesidades del

10




organismo, considerando las cantidades que quedan acomplejadas por el
alimento.™

Tanto los animales como los humanos accidental o intencionalmente comen
plantas con alto contenido de oxalato (espinacas). Como se mencioné antes, la
ingesta de altos niveles de oxalato puede producir hiperoxaluria,
potencialmente conduciendo a calculos en riidn y vejiga, y en el extremo,
edema renal y calcificacion.?

Hay verduras como el apio y nabo rojo, que contienen cantidades no
despreciables de acido oxalico y que no producen intoxicaciones. ™

La biodisponibilidad del oxalato juega un papel importante en la determinacion
de si un alimento es de alto riesgo para personas con hiperoxaluria.'

Los efectos negativos del acido oxalico en la absorcion del calcio se pueden
predecir a partir del rango oxalato/calcio en los alimentos. Los alimentos con
rango de 1 o menor no interfieren con la absorcion de calcio. El calcio es
irreversiblemente ligado al acido oxalico, asi que un alimento con un rango de
oxalato/calcio de 1 no sera una buena fuente de calcio, aunque éste sea rico en
calcio."

El acido oxalico reduce la disponibilidad de los cationes divalentes esenciales.
Es un acido fuerte y con iones alcalinos metalicos de la tierra y otros iones
metalicos divalentes, forma sales que son dificiimente solubles en agua. El
oxalato de calcio es insoluble en agua a un pH neutro o alcalino, y se disuelve
facilmente en medio acido. En muchos experimentos con animales, se han
encontrado efectos negativos de alimentos ricos en oxalato, especialmente

con la absorcion de calcio.™
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Normalmente la orina contiene pequefias cantidades de acido oxalico, ya que
se trata de un producto del metabolismo intermediario. Sin embargo, es
imposible que por consumo de verduras que contengan acido oxalico lleguen a
ingerirse cantidades tales que causen un descenso del nivel de calcio en
sangre y una elevada eliminacion renal.'

El consumo de altas cantidades de oxalato puede producir oxalosis y una
excrecion elevada de oxalato en la orina. Un incremento en la concentracion de
oxalato en la orina tiene mayores efectos en la cristalizacion de oxalato de
calcio que un incremento de la concentracion del calcio. El oxalato de la orina
es derivado de produccidon enddgena y absorcion intestinal, se ha encontrado
que la contribucion de oxalato ingerido y oxalato en la orina esta entre 10 y
72%. La biodisponibilidad y la absorcion intestinal del oxalato dependen de la
proporcion de oxalato soluble e insoluble.

Este acido es practicamente excretado en orina o heces sin modificarse.
Considerando su forma ionizada (l) y la no ionizada (NI) se podria calcular su
distribucién para un pK 1.46.*

El oxalato se une al calcio en la orina formando una sal pobremente soluble
que tipicamente esta cercana a la saturacién. La formacién de cristales
pequefios ocurre cuando las concentraciones de calcio y oxalato en la orina
alcanzan la sobresaturacion. Un calculo renal se forma cuando los cristales de
oxalato de calcio se afnaden o depositan en un cristal “semilla” tal como acido
urico. En la orina humana, la sobresaturacién del oxalato de calcio esta
influenciada mas por la concentracién de oxalato que por la concentracion de

calcio.'®

12



La excrecidn normal en orina de oxalato es de 10-39 mg/dia, y cerca de mas de
la mitad del oxalato de la orina humana es derivado de los alimentos mas que
de la sintesis endégena.?

El acido oxalico puede inducir efectos tanto toxicos como antinutritivos. Para
los humanos, puede ser ligeramente toxico. Sin embargo, se requieren dosis
masivas de 4 a 5 g para inducir algun efecto téxico. '

Los dos aspectos de toxicidad presentados por el acido oxalico, interferencia
con la asimilacién del calcio y formacion de calculos renales, son consecuencia
de la débil disociacién de las sales de oxalato calcico. EI umbral de toxicidad
del acido oxalico es bastante bajo; la dosis letal minima en el hombre se valora
en 5 g aproximadamente. Por otro lado el margen de seguridad es limitado, un
consumo excesivo de ruibarbo puede representar una décima parte de la dosis

letal minima. ™
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SINTOMAS POR INTOXICACION CON OXALATO Y TRATAMIENTOS

Las células de las plantas con oxalato contienen cristales puntiformes de
oxalato de calcio, pero sobre todo unas células superficiales en forma de
ampolla, donde los cristales de oxalato forman haces espesos que ocupan todo
su interior. Estas células se comportan como aparatos eyectores, y la irritacion
o la presion provoca la subita expulsion de los cristales de oxalato y del acido
oxalico libre contenido también en las células. Se especula, ademas, sobre la
existencia de sustancias de accidén histaminiforme y de enzimas proteoliticas.
La riqueza en sales calcicas de las plantas es tal que los extractos de sus
raices se utilizan como componente abrasivo en la composicion de pastas
dentrificas."”

La manifestacion principal del envenenamiento con acido oxalico es la anuria.
Existen 2 tipos, el agudo y el crénico:

Envenenamiento agudo (por ingestion de acido oxalico): los sintomas
comienzan con irritacion local y corrosion de la boca, es6fago y estdmago con
dolor y vomito. Estos sintomas son seguidos poco después por temblores
musculares, convulsiones, pulso débil y colapso. La muerte puede ocurrir en
minutos. Después de una aparente recuperacion o si se ingiere oxalato, puede
aparecer insuficiencia renal aguda debida al bloqueo de los tubulos por oxalato
de calcio.

Envenenamiento crénico (por contacto cutaneo): el contacto cutaneo
prolongado puede causar cambio de color y gangrena por el efecto corrosivo

local.®
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Los sintomas en general se desarrollan tan sélo con masticar la planta, sin que
ésta llegue a ser ingerida. Se presenta de forma inmediata un dolor urente en el
labio y la boca. Esta sensacion de quemazén de la mucosa oral se acompafia
de tumefaccion (edema) de labios, lengua y garganta, junto a hipersalivacion.
Es caracteristico que impida el habla. Existe la posibilidad de que el edema
alcance la glotis, pero es raro y excepcional, en contra de lo que a menudo se
ha afirmado sobre esta intoxicacion. Tal complicaciéon no se ha observado en
series recientes de numerosos casos. De llegarse a ingerir el fragmento de
vegetal masticado, se presentaran nauseas, vomitos y posterior diarrea e
inflamacién del tubo intestinal. Se ha mencionado, en ocasiones, la posibilidad
de una necrosis esofagica. Sin embargo, tampoco se ha observado esta
complicacion en series extensas de reciente publicacion. Los sintomas son
provocado por la lesion directa de las mucosas por los cristales de oxalato y tal
vez por la accion de las otras sustancias acompanantes. La incidencia de este
tipo de intoxicacién oscila entre el 5 y 10% de las consultas hospitalarias por
vegetales ponzofiosos, es la forma mas frecuente de afectacion asociada a
vegetales registrada en los centros de informacidn toxicologica."’

Los tratamientos para el envenenamiento agudo consisten en:

e Medidas de urgencia: precipitar el oxalato mediante la administracion
oral de calcio en cualquier forma, como leche, agua de cal, gluconato de
calcio, cloruro de calcio, o lactato de calcio. No se debe practicar lavado
gastrico o emesis si ha ocurrido corrosion tisular. Disolver 10 g de lactato
de calcio en los liquidos (o afadir leche) para lavado gastrico o emesis.

¢ Antidoto: administrar lentamente gluconato de calcio o cloruro de calcio

a 10%.

15



e Medidas generales: si la funcién renal permanece normal, administrar
liquidos en una cantidad hasta de 4 L diariamente para prevenir la

precipitacion del oxalato de calcio en los tubulos renales.

El tratamiento por envenenamiento cronico es evitar nuevas exposiciones.3
Suele aliviar mucho el cuadro chupar lentamente fragmentos de hielo (cubitos).
Los antihistaminicos y corticoides son poco eficaces e en general innecesarios,
ya que los sintomas remiten espontaneamente en 12-24 horas. Si la
tumefaccion mucosa alcanza la glotis y se obstruye la via aérea (eventualidad
rarisima), debera realizarse una intubacion traqueal, o en su defecto una
traqueotomia.'’

En los pacientes que fallecen a consecuencia del envenenamiento con acido
oxalico, se encuentran cristales de oxalato de calcio en los tubulos renales y
otros tejidos. Los rinones presentan tumefaccion turbia, degeneracion hialina y
esclerosis de los tubulos. Pueden ser encontrados cambios corrosivos en boca,

eséfago y estdmago. El edema cerebral es también un hallazgo frecuente.?
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DETERMINACION DE ACIDO OXALICO

Ademas del método oficial de la AOAC, existen otras metodologias propuestas
en recientes investigaciones para determinar acido oxalico, que incluyen
meétodos enzimaticos, HPLC, espectrofotometria y combinaciones de ellos, por
mencionar algunos. A diferencia del método oficial de la AOAC, que es una
metodologia para vegetales enlatados, las investigaciones recientes se realizan
con extractos de muestras frescas, crudas y cocidas para el caso de vegetales,
muestras frescas de cereales y leguminosas, soya, etc.

Los métodos enzimaticos consisten basicamente en preparar los extractos de
las muestras en HCI concentrado y posteriormente centrifugadas, utilizando
unicamente el sobrenadante que se somete a una serie de extracciones para
posteriormente anadirle la enzima al extracto (por ejemplo oxalato oxidasa).
Determina la cantidad de oxalato total presente en las muestras.

Los métodos espectrofotométricos se realizan por medio de lecturas de
absorbancia de los extractos de cada muestra utilizando como blanco agua y
pueden ser complementarios a los otros métodos. Se puede determinar la
cantidad de oxalato total presente en cada una de las muestras.'®

La HPLC es un método en el que se pueden utilizar diferentes tipos de
muestras, como cereales, leguminosas, plantas comestibles crudas y cocidas.
Consiste en una preparacion de las muestras dependiendo de su origen y la
realizacion de extractos de cada muestra con HCI y se inyecta la muestra en el
sistema de HPLC utilizando acido sulfurico como fase moévil. La cantidad de
acido oxalico en cada muestra se determina contra una curva de calibracion de

acido oxalico. En esta metodologia se puede determinar el contenido de acido
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oxalico soluble y total presente en cada una de las muestras analizadas, el
acido oxalico insoluble se determina por diferencia.'®

También existe un método que combina la HPLC con el método enzimatico
utilizando los extractos de las muestras y pasandolos a través de una columna
de intercambio anidnico y una fase movil de EDTA, posteriormente utilizando la
oxalato oxidasa se convierte el oxalato a peroxido de hidrégeno y CO». El
peréxido de hidrogeno resultante se detecta amperometricamente. !’

El estudio del acido oxalico esta relacionado con el acido fitico por ser también
un compuesto con actividad antinutricional. El fitato se ha considerado como un
antinutriente porque reduce la biodisponibilidad de minerales en humanos
como zinc, hierro, calcio y proteinas convirtiéndolos en no asimilables por el
organismo bajo condiciones fisiolégicas. Sin embargo, estudios revelan que el
fitato a bajas dosis, presenta también efectos positivos sobre la salud como
exhibir una accion anticarcinogénica efectiva contra muchos tipos de canceres.
Ademas de su accion anticarcinogénica, el fitato es también un inhibidor
potencial de la formacién de calculos renales, que esta relacionada a su
actividad antioxidante y su capacidad de inhibir la formacion de cristales. A
pesar de que los humanos sintetizan fitato, la mayoria del fitato presente en la

orina se origina de la ingesta y no de la sintesis endégena.’® °
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Capitulo 2 METODOLOGIA

A continuacion se presenta el diagrama del procedimiento realizado:

gramos de muestra
+ 200 mL de agua

l Agitar

ARadir 100 mL agua + 55mL
de HCI 6N + antiespumante

l Hervir, enfriar

El total del extracto aforar a 500
mL con agua, reposar 12 h.

l Filtrar

25mL de extracto+5ml de
reactivo tungstofosférico
reposar minimo 5 horas

l Filtrar
A 4 A 4
20 mL del extracto 10 mL de
ajustar pH 4-4.5 + 5mL extracto se
de buffer reposar 12 h. eliminan
Centrifugar
A 4

Precipitado de oxalato de
calcio+ 5mL de H, SO 4
(1+9), calentar y disolver

A 4

l

El sobrenadante
se elimina

Titular con la solucién valorada
de permanganato de potasio
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PARTE EXPERIMENTAL

Preparacién de las muestras

Las muestras que se utilizaron para la determinacion fueron muestras de
espinacas (Spinacia oleracea), acelgas (Beta vulgaris var. cicla), verdolagas
(Portulaca oleraea L.), berros (Nasturtium officinale) que se adquirieron en
el supermercado. La parte no comestible de las muestras fue descartada. La
parte comestible de las muestras se dividi6 en dos porciones: una para el
analisis de muestras crudas y la otra porcion para el analisis de muestras
cocidas.

Posteriormente las muestras crudas se sometieron a un secado en estufa a 65°
C durante 24 hrs, y posterior al secado se muelen para obtener una harina de
la muestra que se pasaron por la malla de 0.5 mm de diametro.

Las muestras cocidas se sometieron a un tratamiento térmico de calentamiento
con agua en un volumen 1:1 (100 g de peso neto de muestra con 100 mL de
agua), se elimind el agua de coccién y después se secaron en la estufa a 65° C
durante 24 hrs. y también se pasaron por la malla de 0.5 mm de diametro.

Las muestras se almacenaron en frascos secos y en un lugar libre de

humedad.
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Metodologia
La metodologia utilizada para la determinacion de acido oxalico en las
muestras es la oficial de la AOAC de la version de 1995 para vegetales

enlatados.’

El método oficial de la AOAC (1995)'

Fundamento:

La determinacién de acido oxalico se basa en la extraccion de este en medio
acido, seguido de la eliminacion de proteinas y posterior precipitacion como
oxalato de calcio insoluble. El oxalato se cuantifica después de disolverlo con
acido sulfurico. El oxalato disuelto se hace reaccionar con permanganato de

potasio (oxidante) en solucién acida.

2KMnOQO, + 5CaC,0, + 8H,SO,—» 2MnSO, + 5CaS0O, + K,SO, 10CO, + 8H,0

El resultado neto de esta reaccion es que el oxalato se disuelve en medio acido
sulfaurico, formandose H,C,04 que se oxida a CO,, y el KMnO,4 se reduce a
Mn*?

El limite de deteccion de esta metodologia es de 140-700 mg de acido oxalico.
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MATERIAL Y EQUIPO

ic

ic

Matraz digestor 600 mL Berzelius
Potenciometro, CORNING pH meter 430
Parilla de calentamiento con agitacion
Bureta 50 mL

Papel Whatman #2

Tubos conicos para centrifuga de 50 mL
Centrifuga DYNAC

Lana de vidrio muy fina

REACTIVOS

HCL 6N

Tungstato de sodio *2H,0 R. A.
Acido fosférico ACS.

Cloruro de calcio Anhidro R. A.
Acido acético R. A.

Acetato de sodio *3H,0 R. A.
Oxalato de calcio R. A.
Permanganato de potasio R. A.
Acido clorhidrico R. A.
Hidroxido de amonio R. A.
Acido caprilico para fines bioquimicos (antiespumante)

H2SO4
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PREPARACION DE REACTIVOS

7 Reactivo de acido tungstofosforico: disolver 2.5 g de Na,WO, * 2H,0
en la mezcla de 4 mL de acido fosférico y 50 mL de H,O y aforar a

100 mL con agua destilada.

72 Buffer de acetato: disolver 2.5 de cloruro de calcio anhidro en 50 mL
de CH3COOH/H,0 (50:50) y afiadir a la solucién 33 g de CH3COONa

* 3H,0 diluido a 50 mL con agua destilada.

7 Liquido de lavado: diluir 12.5 mL de acido acético concentrado con
250 mL de agua destilada y afiadir polvo de oxalato de calcio, agitar
y dejar reposar. Repetir la adicion y la agitacion hasta saturacion.

Enfriar a 4° C antes de su uso filtrar y mantenerla fria durante su uso.

Preparacion de las soluciones de Permanganto de potasio:

Para preparar las soluciones de permanganto de potasio se debe considerar
que durante la reaccion de oxido-reduccion, el manganeso cambia su valencia
de +7 a valencia +2, por la adicién, a un atomo, de cinco electrones; por lo que
el peso equivalente del manganeso resulta ser igual a su peso atomico dividido
entre cinco. De acuerdo con lo anterior el peso equivalente del KMnOy4 es igual

a su peso molecular entre cinco (158g/5).

7 Solucion de KMnO4 0.1 N: pesar 3.2 g aproximados de KMnOy4 y

disolver en 1 L de agua destilada. Calentar la solucion hasta que

23



hierva durante 1 hr evitando que la ebullicion sea tumultuosa, enfriar
y completar al volumen. Dejar reposar toda la noche vy filtrar por lana
de vidrio o filtros de micro fibras de vidrio, NUNCA UTILIZAR PAPEL
FILTRO, se retendra el MnO, (producto de la reduccion por la
materia organica). Recibir en frasco ambar limpio (exento de materia
organica). Lavar previamente todo el material que se utilice durante
la elaboracion de la solucion de permanganato de potasio con
mezcla crémica y agua para que esté libre de materia organica.
Solucion de KMnO4 0.01N: Diluir 100 mL de la solucion de KMnQOg4

0.1 N en 1 L de agua destilada. Preparar fresca antes de su uso.

Estandarizacion de la solucion de KMnO4 0.1 N:

Para titular la solucién de permanganato decinormal se utiliza oxalato
de sodio, de acuerdo a la reaccién de Oxido-reduccion el peso
equivalente del oxalato de sodio es igual a su peso molecular entre
dos (1349g/2).

Se titula la solucion pesando con exactitud 0.2-0.3 g de NayCy04

o

previamente secado a 100-110 C y colocar en un matraz
Erlenmeyer de 500 mL. Disolver en agua (50-70 mL) y agregar 15-20
mL de H,SO4 diluido 1:8. La solucion se calienta a 70° C y se titula
con agitacion dejando caer la solucién de permanganato de potasio
lentamente hasta una coloracién rosa permanente. Como blanco
medir el mismo volumen de H;SO, diluido (5+95) previamente

hervido por 10-15 minutos y después enfriado a 27+3°C y agregar un

volumen de soluciéon de permanganato de potasio a obtener el color
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rosa final. Restar el volumen del blanco al de la titulacion y este valor
se utilizara en los calculos. Se realizan los calculos correspondientes
para verificar la concentracion de la solucion. A continuacion se
presenta un ejemplo del calculo:

La normalidad de la solucién de permanganato se calcula teniendo
en cuenta el peso equivalente de oxalato, la cantidad que se peso de
esta sal para la titulacion, y el volumen de la solucién de

permanganato requerida para la oxidacién del oxalato.

Nz Na,C,0, x1000
mL KMnO, x 67

Solucién 0.01 N: Diluir 100 mL de la solucion de KMnOg4 0.1 N
valorada a un litro con agua destilada en un matraz aforado. Preparar

inmediatamente antes de su uso.
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PROCEDIMIENTO

Preparacion de la muestra:

Se pesan de 5 — 10 g de harina del material en estudio, se coloca dentro de un
vaso Berzelius de 600 mL, se agregan 200 mL (en marca del vaso o con
probeta) de agua destilada y se agita en la parrilla por 15 min. Llevar a 300 mL
enjuagando las paredes, afadir 55 mL de HCI 6N, dos gotas de antiespumante
y llevar a ebullicién y reflujo durante 15 min., después de dicho tiempo dejar
enfriar. Aforar a 500 mL con agua destilada enjuagando las paredes del vaso,
agitar y dejar reposar toda la noche. Filtrar a través de papel filtro Whatman #4
y desechar los primeros 100 mL (con la finalidad de acondicionar nuestro

sistema).

Precipitacion de acido oxélico:

Tomar una alicuota de 25 mL del filtrado con una pipeta y colocar en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL, agregar 5 mL de de acido tungstofosférico, mezclar y
dejar reposar > 5 horas. Filtrar a través de papel Whatman # 40. Pasar 20 mL
del filtrado con pipeta en un tubo para centrifuga cénico de 50 mL y adicionar
NH4OH gota a gota con cuidado hasta un pH 4-4.5, utilizando un
potenciometro. Adicionar 5 mL de la solucién amortiguadora buffer de acetato y
mezclar con una varilla de vidrio. Enjuagar la varilla de vidrio dentro del tubo de
centrifuga con un pequefio chorro de agua destilada y dejar reposar toda la
noche.

Centrifugar durante 15 min. A 1700 rpm para compactar el precipitado.

Decantar el sobrenadante con una inversion suave del tubo de centrifuga
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teniendo cuidado no romper o agitar el precipitado de oxalato. Voltear el tubo
hacia abajo y dejar que el sobrenadante gotee completamente en un papel
filtro limpio. Lavar el precipitado con 20 mL de liquido de lavado frio en un
chorro fino rompiendo completamente el precipitado. Repetir los pasos de
centrifugacion y decantado, cuidando que el precipitado gotee completamente
en el papel filtro. Descartar el papel filtro. Afadir 5 mL HySO4 (1:9) al

precipitado. Proceder con la titulacién con permanganato.

Titulacién con permanganato:

Hervir muestra y el blanco (5 mL H,SO4 1:9) en un bafio de agua hirviendo.
Titular las soluciones calientes con KmnO4 0.01 N hasta que persista una
coloracién rosa durante 30 segundos. Restar el volumen del blanco al de la
titulacion de la muestra y con este valor realizar los calculos para obtener la

concentracion de acido oxalico de las muestras.
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Calculos:

Para obtener los mL equivalentes a una normalidad 0.01 se hace la siguiente

correccion:

C1V1 = C2V2
V — Cl Vl
2 C2

C+ = normalidad experimental de la solucién de KmnQO4
V4 =mL obtenidos en la titulacion de la muestra

C, = normalidad tedrica de la solucion de KmnOy4

Para obtener el contenido de acido oxalico de las muestras se debe considerar
el peso equivalente del acido oxalico que corresponde al peso molecular ente
dos (90.04g/2), el peso de la muestra en gramos, el volumen de solucién de
permanganato de potasio gastado en la titulacién (equivalentes 0.01N = V5),

con estos datos se sustituye en la ecuacion:

Acido oxalico mg/ 100 g muestra =

(\/2 <mL KMnO, 0.01N >><13501 pesomuestra+100¢ J

peso hom ogeneizado x peso muestra
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donde 1350 = 0.45 (mg acido oxalico anhidro equivalentes a 1 mL de KmnQO4
0.01 N) * [(30/20) * (500/25) (factores de dilucién)] * 100 (para convertir a 100 g

de muestra).

Analisis estadistico de t de student

Se realiza el un analisis estadistico para verificar si existe diferencia
significativa entre las muestras crudas y cocidas.
Con 2 grados de libertad y a=5 se tiene un valor de t de tablas de 4.3 en la
tabla de 2 colas. El calculo se realizé como sigue:

Para obtener los limites de la curva se utiliza la siguiente férmula:

2 2

s; S

D tt, || 2 +2%
\n

donde

D, es el centro de la curva

t; es el valor de t de student obtenido de tablas

s es la desviacién estandar de las muestras comparadas

n es el numero de repeticiones del analisis
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Posteriormente se propusieron las hipotesis:
Ho=X1—=Xz=0
Hi=X1 =Xz #0

donde

X es el promedio de las muestras

A continuacion se presenta un ejemplo del calculo:

Para determinar los limites de la curva, se sustituye en la férmula

0.062 0.04°
043 | ="+ |=£0.18

El valor obtenido de la hipoétesis, que es la diferencia del promedio de las

muestras, se compara con los valores de los limites obtenidos, asi se

comprueba si hay diferencia significativa entre las muestras. Cuando el valor de

la hipdtesis obtenido es mayor a los limites, entonces hay diferencia

significativa entre las muestras.
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Capitulo 3 RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se presentan los resultados de la determinacidén de acido oxalico
en base seca, de las muestras tanto crudas como cocidas. Los valores que se

presentan son mas altos en las muestras crudas que en las muestras cocidas.

Tabla 1. Contenido de acido oxalico en plantas comestibles

crudas y cocidas (g/100 g de muestra seca)’

Muestras Crudas Cocidas
Espinacas 9.56 + 0.44 7.81+0.32
Acelgas 747 +0.15 5.58 + 0.28
Verdolagas 10.41 + 0.02 541+ 0.1
Berros 2.90 + 0.06 1.10 + 0.05

" promedio + desviacién estandar de un triplicado, CV < 5%

Se observa que hay una disminucion en la concentracion de acido oxalico entre
las muestras crudas y cocidas para cada caso, con lo que podemos comprobar
que el tratamiento térmico tiene un efecto de pérdida de acido oxalico.

Probablemente en el agua de coccion, que se elimind, se perdidé oxalato

soluble.
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En la grafica 1 se observa mas claramente el efecto del cocimiento del material

y eliminacion del agua de coccion en el nivel de acido oxalico.

Grafica 1. Contenido de acido oxalico en plantas comestibles

crudas y cocidas (g / 100 g de muestra seca + desviacion estandar)
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Considerando la cantidad de agua presente en cada muestra, la tendencia de

la pérdida es la misma que en las muestras en base seca, unicamente que los

valores obtenidos son mucho menores que en la muestra seca debido a la
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cantidad de humedad presente en cada una. También se presentan los valores

de humedad obtenidos en las muestras que se utilizaron.

Tabla 2. Contenido de acido oxalico en plantas comestibles

crudas y cocidas (g / 100 g de muestra himeda)'

Muestras Crudas Cocidas
Humedad % | Acido oxalico | Acido oxalico | Humedad %
Espinacas 87.57 1.19 + 0.06 0.88 + 0.04 88.75
Acelgas 86.71 0.99 + 0.02 0.70 + 0.04 87.42
Verdolagas 92.52 0.78 + 0.00 0.34 + 0.01 93.74
Berros 88.85 0.32 + 0.01 0.11+0.01 89.92

" promedio + desviacion estandar de un triplicado, CV < 5%

Como se trata de plantas comestibles se sabe que se tienen valores altos de

humedad para todas las muestras, mayores a 80%, y para el caso de las

verdolagas se tiene un valor mayor a 90%, con lo cual tenemos en cuenta que

las muestras contienen muy baja cantidad de sélidos totales, ya que en su

composicidon esta presente mayoritariamente el agua.
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En la grafica 2 se observa con mayor claridad.

Grafica 2. Contenido de acido oxalico en plantas comestibles

crudas y cocidas (g / 100 g de muestra humeda + desviacidn estandar)
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Tabla 3. Contenido de acido oxalico en 100 g

de muestra seca y htimeda'

Muestra g de acido oxalico en g de acido oxalico en
base seca base humeda

Espinacas crudas 9.56 1.19
Espinacas cocidas 7.81 0.88
Acelgas crudas 7.47 0.99
Acelgas cocidas 5.58 0.70
Verdolagas crudas 10.41 0.78
Verdolagas cocidas 5.41 0.34
Berros crudos 2.90 0.32
Berros cocidos 1.10 0.11

" promedio + desviacién estandar de un triplicado, CV < 5%

En las muestras cocidas se obtuvieron valores menores de acido oxalico con
respecto a las crudas. Con esto se comprobé que existe en todas las muestras
una parte de oxalato soluble aunque no fue cuantificado de manera exacta
debido a que la técnica utilizada no lo permite, pero se tiene un aproximado de
la cantidad de oxalato soluble presente en cada muestra comparando las
muestras crudas con las cocidas y se asume que el oxalato soluble se pierde
en el agua de coccidn y por ello es que en las muestras crudas se tiene menor

cantidad de acido oxalico presente.

35




Como no se tienen datos reportados para las muestras de acelgas y berros no
se tienen valores para comparar, pero se observa que las acelgas tienen un
valor mayor al de las verdolagas en base humeda, siendo los berros la muestra

que contiene menor cantidad de acido oxalico.

Grafica 3. Contenido de acido oxalico en 100 g

de muestra seca y humeda
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El tratamiento térmico tiene un papel importante en la disminucién de la
cantidad de acido oxalico en las muestras, como se puede apreciar en la tabla
4, en las espinacas se observa una pérdida del 18.3% de acido oxalico cuando

se someten a un tratamiento de coccidn, las acelgas presentan una pérdida
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mayor que las espinacas, de 25.3% de las crudas con respecto a las cocidas,
las verdolagas tienen una pérdida aun mayor, de 48% cuando se someten al
tratamiento térmico; en el caso de los berros, se observa que pierde un 62.1%

de acido oxalico cuando se encuentran cocidos.

Tabla 4. Porcentaje de pérdida de acido oxalico

por efecto del tratamiento térmico

Muestra % pérdida de acido oxalico
Espinacas 18.3
Acelgas 25.3
Verdolagas 48.0
Berros 62.1

En la grafica 4 se observa una tendencia inversamente proporcional con
respecto a la cantidad de acido oxalico presente en la muestra y el porcentaje
de pérdida debido al tratamiento térmico, como la técnica utilizada sélo
cuantifica la cantidad de oxalato total suponemos que la pérdida se debe a que
en el agua de coccion se pierde el oxalato soluble, con esto podemos saber
que la cantidad de oxalato soluble es mayor en las muestras con mayor

porcentaje de pérdida; por ejemplo en los berros tenemos 0.11 g de acido
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oxalico totales de los cuales mas de la mitad es oxalato soluble, en contraste,
las espinacas contiene la mayor cantidad de acido oxalico total, sin embargo su
porcentaje de pérdida es el menor de las muestras trabajadas, con lo que
sabemos que su cantidad de oxalato soluble es el menor, a pesar de ello, el

contenido de acido oxalico en las espinacas cocidas es alta.

Grafica 4. Porcentaje de pérdida de acido oxalico

por efecto del tratamiento térmico
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Con las cantidades obtenidas de acido oxalico en las muestras empleadas
sabemos que no causan dafo a la salud, ya que las dosis requeridas para
causar alguin efecto téxico son de 4 a 5 gramos,’® ademas de que cuando las
plantas comestibles se someten al tratamiento térmico, la coccién disminuye

considerablemente la concentracion de acido oxalico en las muestras.
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Comparando con nuevas técnicas empleadas que cuantifican oxalato soluble,
insoluble y total, solo se tiene resultados para las muestras de espinacas,
obteniendo valores muy cercanos a los reportados con métodos enzimaticos y
de electroforesis capilar considerando que solo se cuantificé oxalato total por
este trabajo. El resto de las muestras no han sido reportadas en estudios
recientes, ya que se esta trabajando mucho con la soya y no existen valores
reportados de oxalato soluble e insoluble para verdolagas o acelgas. Los
berros debido a su baja cantidad de acido oxalico no estan considerados como
plantas con alto contenido de oxalato o que puedan causar algun riesgo, por
eso no se trabaja con ellas para las determinaciones en los métodos mas

recientes.
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En la tabla 5 se tienen los resultados del analisis estadistico realizado con t de
student, obteniendo diferencia significativa en todas las muestras crudas con
respecto a sus cocidas. Eso sirve para comprobar lo que ya se tenia supuesto
con las diferencias obtenidas con las muestras cocidas, ya que en cada caso el
valor era menor con respecto a las crudas, al haber diferencia en un analisis
estadistico nos comprueba de manera matematica que el tratamiento térmico

tiene un efecto sobre la determinacion del acido oxalico en las muestras

trabajadas.
Tabla 5. Comparacion con analisis de t de student
de muestras crudas y cocidas

Valor del Diferencia

Muestra limite X1 =Xz significativa
Espinacas 0.18 0.31 Sl
Acelgas 0.11 0.29 Sl
Verdolagas 0.02 0.44 Sl
Berros 0.035 0.21 Sl
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Con el analisis estadistico de ANOVA se observa con mayor claridad la

diferencia significativa que hay entre las muestras crudas. El siguiente cuadro

presenta el analisis para las muestras en base seca.

Fte. de Var. SC g.l M.C. fealculada fiablas Significancia Conclusion
Factor(muestra) 101.60 3 33.87 No todas |
n : o todas las
EV'a 0 45En este casc; no hay V|a0 06 604.58 4.07 5% muestras son
rror ' : iguales entre si
Total 102.05 11

Como la f calculada es mayor a la f tablas, las muestras crudas no contienen la

misma cantidad de acido oxalico.

A continuacion se presenta el analisis para las muestras cocidas en base seca.

Fte. de Var. SC g.l M.C. fealculada fiablas Significancia | Conclusion
Factor(muestra) 70.96 3 23.65 No todas
Via En este caso no hay via . las
Error 0.39 8 0.05 488.00 4.07 5% mU.eStraS
son iguales
Total 71.35 11 entre si

Como la f calculada es mayor a la f tablas, las muestras cocidas no contienen

la misma cantidad de acido oxalico.
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En relacidon con las ventajas y desventajas de la técnica utilizada para
determinar el contenido de acido oxalico se puede afirmar que el método oficial
de la AOAC presenta la ventaja de que es un método oficial y ha sido revisado
e introducido ligeras modificaciones a través de los afios con las nuevas
versiones de la AOAC.

Algunas limitaciones que tiene este método son con respecto a términos de
sensibilidad, precision y tiempo de realizacion. Ademas la metodologia
propuesta es para vegetales enlatados y no crudos, como en el caso de las
muestras con las que se trabajo.

La ventaja de utilizar un método de HPLC son los bajos costos comparados
con un cromatografo de gases o un kit enzimatico, ademas es un método
preciso y confiable que tiene una alta sensibilidad y selectividad, ésta se debe a
que se desarrolla un sistema de extraccion rapido. Teniendo en cuenta que es
un método de costos bajos y rapidas extracciones se pueden llegar a realizar
grandes cantidades de muestras.

Una de las desventajas para el método del HPLC es que se debe contar con el
equipo y columnas necesarias para realizar la determinacién; ademas los
tiempos para la determinacidn pueden llegar a ser muy prolongados
dependiendo de la muestra con la que se trabaja.

Los métodos enzimaticos presentan la ventaja de ser muy rapidos en las
determinaciones y ademas cuantificar la cantidad de oxalato total, soluble e
insoluble de la muestra.

Una de las desventajas tiene que ver con la disponibilidad de la enzima con la

que se va a trabajar.
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Los métodos espectrofotométricos tienen la ventaja de ser métodos de
determinacion rapidos y generalmente los equipos son disponibles, ademas las
lecturas son de manera rapida y los blancos utilizados son generalmente de
agua o algun reactivo utilizado durante la realizacion del extracto.

Las desventajas que tienen los métodos espectrofotométricos es que sélo
cuantifica la cantidad de oxalato total en la muestra y ademas generalmente se
trata de métodos complementarios, es decir, que cuantifican la cantidad de
oxalato posterior a un tratamiento de la muestra con enzimas o de extraccion.
Ademas para algunos casos se necesita contar con una curva de calibracion de

acido oxalico para la determinacion.
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CONCLUSIONES

Y Las muestras con mayor contenido de acido oxalico en base humeda
crudas son las espinacas y acelgas, seguidas de las verdolagas, y por

ultimo y con minima cantidad los berros.

g El tratamiento térmico disminuye la cantidad de acido oxalico presente
en las muestras, siendo probablemente, el oxalato soluble el que se
pierde durante la coccién en el agua dejando unicamente el oxalato

insoluble en las muestras cocidas.
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