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CAPITULO

INTRODUCCION

En los ultimos afos ha venido resurgiendo el interés por el uso de las plantas
medicinales, lo que ha permitido que la herbolaria recobre una posicion cientifica

que parecia perdida después de la aceptacion de la industria quimica farmacéutica.

Actualmente el conocimiento de la medicina ftradicional se ha venido

rescatando y validando por instituciones cientificas.

La cifra de especies vegetales en México oscila en 30,000, catalogadas en
220 familias y 2410 géneros. Del total de esta flora se considera que el 50% de las
especies son utilizadas para satisfacer alguna necesidad humana, siendo las plantas

medicinales las que ocupan el principal porcentaje, calculado en 3500 especies.

Este total se considera que el 11%, es decir un promedio de 350 a 400
especies medicinales se comercializan en mercados de la capital mexicana con un
volumen de 20,000 toneladas de plantas secas al afio provenientes de 15 regiones y

subregiones del pais.

En México la produccién de nispero alcanza las 10,128 toneladas, obtenidas
en una superficie de 1.963 hectareas, distribuidas en la zona costera del golfo de
México, en los estados de Veracruz, tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana Roo y
en los estados de Nayarit, Guerrero, Oaxaca y Chiapas. También se le cultiva en el

estado de Morelos.

El hombre ha hecho uso de los productos de la naturaleza desde tiempos
inmemorables, no solo para satisfacer su hambre, sino también con la finalidad de

sanar sus enfermedades o cicatrizar sus heridas.
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La medicina tradicional como parte importante de la cultura de los pueblos, ha
sido durante siglos, el unico sistema utilizado en la restauracion de la salud de las
generaciones pasadas, donde las plantas medicinales han cumplido un rol

fundamental como medio para curar enfermedades.

El presente trabajo es una contribucién al estudio de los productos naturales
y pretende hacer notar la importancia de preservar la riqueza herbolaria de nuestro

pais, ya que forma parte del equilibrio ecoldgico.

Considero que es importante este estudio, ya que el peso de la semilla en el
fruto es aproximadamente la mitad del peso total de éste por lo que el tratamiento de
diversas enfermedades y/o padecimientos. Por otro lado, el nispero como tal tiene
propiedades curativas para eliminar los calculos acumulados en la bilis, ademas por

su gran contenido de agua actua en el control del sobrepeso, y es un diurético.
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CAPITULO

Objetivos
Generales:
Extraccién de los compuestos quimicos de la semilla de Eriobotrya japonica.
Purificacion de algunos compuestos.

Identificacién de los componentes de la semilla (Eriobotrya japonica) por

métodos fisico quimicos.

Cuantificacion y aislamiento de algunos componentes.

Particulares:

Determinacién de humedad.
Determinacién de cenizas totales.
Determinacién de glucésidos cianogénicos.
Determinacioén de proteinas.

Determinacion de azucares reductores.

Determinaciéon de minerales.
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cAPiTULO L1

Antecedentes

3.1  Historia y origen

Spread in the Mediterranean

From Europe to Mexico and Florida
From Japan to California and Brasil
Spread to Australia, NZ and Hawaii

- Spread to Japan XI Century
Spread to India and South East Asia

From Japan to Botanical gardens of Paris
and England XIX century

1001

Figura 1. Origen y distribucion de nisperos

El nispero japonés es originario del sudeste de China, donde se conoce
desde hace 2.000 anos. De alli pasé a Japén, pais en el que se cultiva desde 1180.
En Europa se cultiva desde el siglo XVIIl. Se cree que fue introducido por los
jesuitas, que lo llevaron de Japén a la isla Mauricio y de alli a Francia, al Jardin de

las Plantas de Paris.

Después se extendid por toda la cuenca del Mediterraneo, donde ha
encontrado un habitat muy favorable para su cultivo en paises como Argelia,

Turquia, Israel, ltalia y Espana.
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En Espana fue introducido por los marinos mercantes en la zona de Sagunto
(ciudad de Valencia, Espana), desde donde se expandi6 por todo el este y sudeste

de la peninsula Ibérica.

El nispero llego a Yucatan y posiblemente a otras partes cercanas del sur de
México, asi como al norte de Belice y el noreste de Guatemala.

La especie se encuentra en bosques en toda Centroamérica, donde al
parecer ha sido cultivada desde tiempos antiguos.

Se introdujo hace mucho tiempo en toda la América tropical y las Antillas, las
Bahamas, las Bermudas, los Cayos de la Florida y la parte meridional de la

peninsula de Florida.

Los principales mercados de exportacion en América son el Salvador 87.7%,
Bélgica 9.6% y Honduras 2.7%; el 37% de la produccién espanola de nispero se
destina a la exportacion europea, principalmente a ltalia y solo el 7% se destina al

enlatado.

3.2 DESCRIPCION BOTANICA
3.2.1 Familia Rosaceae

Importante familia de gran numero de plantas lefiosas y herbaceas, muy
estimada principalmente por sus arboles y arbustos frutales, asi como por
numerosas especies de valor ornamental. Pertenecen a esta familia arboles,

arbustos, matas y hierbas, perennifolios o caducifolios.

Flores normalmente bisexuales, regulares, con frecuencia grandes. Presentan
por lo general 5 sépalos y 5 pétalos, aunque en las formas de jardineria aparecen
flores con mayor nimero de pétalos. Estambres numerosos dispuestos en diversos

verticilos, normalmente multiplos de 5.

12
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Frutos variados: aquenios, foliculos, bayas, pomos, drupas, etc., con variable
numero de semillas. Comprende alrededor de 100 géneros y mas de 3.000 especies
ampliamente distribuidas por todas las partes del mundo, con mayor presencia en
las regiones templadas.

Los arbustos y arboles frutales mas importantes de las regiones templadas
pertenecen a esta familia, con un gran interés econdémico: (manzano, peral,

melocotonero, cerezo, ciruelo, albaricoquero, almendro, etc.

3.2.2 SUBFAMILIA MOLOIDAE

La subfamilia de la Moloideae pertenece a Ila familia de
las Rosaceae caracterizadas por poseer fruto pomo, y por ser haploide con
17 cromosomas. Son arbustos o pequefos arboles. La subfamilia incluye un nimero

de plantas comercialmente importantes por sus frutos, como manzanas y peras.

3.2.3 CLASIFICACION TAXONOMICA DEL GENERO Eriobotrya
Japonica.

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Subfamilia: Moloideae

Genero: Eriobotrya

13
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3.3 Descripcion del arbol del nispero

Eriobotrya japonica, el nispero del Japdn, es un arbol frutal de 6 metros 0 mas
de altura de la subfamilia Maloideae de la familia Rosacea, originaria del sudeste de
China.

Figura 2. Arbol de Eriobotrya Japdnica

Las hojas pueden tener forma ovada o ser un poco alargadas, miden entre

los 8 y los 25 cm, son lustrosas por el anverso y peludas por el reverso.

Figura 3 .Hojas de Eriobotrya Japonica

14
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Las flores son blancas, se encuentran agrupadas en paniculas, muy
numerosas, blancas y con olor a heliotropo. Las paniculas son pilosas y se
encuentran rodeadas por una hoja en forma de penacho al final del ramo fructifero.

Florece en otoiio e invierno y los frutos aparecen antes de primavera.

Figura 4. Flores blancas de Eriobotrya Japonica.

El fruto de este arbol, el nispero japonés, ha ido sustituyendo al del nispero
europeo de forma que en la actualidad, al decir «nispero» se da por entendido que

se refiere al nispero japonés.

Los frutos del nispero son carnosos, de pulpa abundante de sabor dulce y
textura "arenosa" al paladar, de céscara gruesa de color amarillo, y son muy
notables por su variabilidad fenotipica, lo cual significa que la forma y el tamafo

varian considerablemente de un arbol a otro.

Cada fruto de forma ovoide, de 3 a 5 cm de longitud, con una cuticula lisa o
pilosa de color amarillo-anaranjado, pulpa carnosa y semidulce, puede contener de 1
a 4 semillas en forma de gota, planas, duras y aproximadamente de 1 cm de
didametro, de color café y muy notables por la presencia de un amplio hilo u obligo

blanco que ocupa casi la mitad de la superficie de la semilla.

15




Figura 5. Fruto de Eriobotrya Japonica.

El fruto se consume fresco y dada la consistencia de su pulpa es ideal para

tartas, jaleas y en conservas.

3.3.1 Composicion quimica reportada en la literatura.

En un estudio quimico realizado a la pulpa del nispero se encontrd la

siguiente composicion':

Agua (68%)

Proteinas (0,5%)

Lipidos (0,4%)

Hidratos de carbono (18 %)
Vitamina A (270 Ul por 100 gramos)
Vitamina B1 (0,4 mg por 100 gramos)
Vitamina B2 (0,5 mg por 100 gramos)
Vitamina C (10 mg por 100 gramos)
Potasio (210 mg por 100 gramos)

16
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Contiene potasio en cantidades apreciables y algunas vitaminas y no aporta

nutrientes importantes al organismo

Es un alimento que aporta muy pocas calorias al organismo, por lo que puede
ser usado en tratamientos (o regimenes) para el control de peso.

El peso del fruto esta representado por un 54.54 % de pulpa y un 45.46 % de
la semilla, por lo que el estudio de las semilla puede dar informacion sobre las

aplicaciones que se puedan dar a esta parte del fruto que no ha sido estudiado.

3.4 Climay suelo para el cultivo del nispero:

Especie moderadamente resistente al frio, pero sin requerimientos de horas-
frio, es decir la cantidad de horas con temperatura menor que 7°C se cuenta como 1
hora frio.

Es un frutal de litoral, donde las temperaturas disminuyen mucho durante el

otofio e invierno, coincidiendo con los procesos de floracién y fructificacion.

Su limite norte esta determinado por las zonas en las que la temperatura
invernal alcanza valores bajo cero, aunque sobrevive a temperaturas menores de

10°C, a esta temperatura es dificil su desarrollo.

El cultivo comercial del nispero requiere un clima calido, con una temperatura
media anual superior a 15 °C. Los golpes de sol, las heladas y el viento deprecian el
fruto; en el caso de producirse fuertes vientos pueden derribar el arbol debido a su

débil anclaje.

Puede cultivarse en una amplia gama de suelos, aunque deben presentar un
buen drenaje y pH comprendido entre 6 y 8. Los suelos arenosos proporcionan
mayor precocidad pero menor calibre, mientras que los arcillosos aumentan el

calibre y retrasan la maduracion. Es una especie muy sensible a la salinidad.

17
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En suelos calizos sufre frecuentemente problemas de clorosis, al igual que el
patrén de membrillero, el cual es mas sensible aun a la caliza. Las raices del nispero

son sensibles a la asfixia.

3.4.1 Variedades de nisperos:

Las variedades mas difundidas en Japén, California y Argelia son: Advance,
Chapagne, Indostac, Premier, Early Red, Tanaka y Thales. Las variedades mas

difundidas en Espana son Tanaka y Algerie.

La variedad Takana es de maduracion tardia que esta mas expuesto al golpe

de sol y presenta frutos de buen calibre y extraordinario sabor.

El cultivar Algerie constituye el 95% de la produccion de Alicante, siendo
también cultivado en Almeria por su mayor precocidad. Sin embargo, los frutos son

de menor tamano y peor sabor, aunque la productividad es muy buena.

Por tanto, generalmente se cumple que a mayor precocidad, menor es el
calibre y peores son el color y el sabor, ya que el fruto tarda menos tiempo en

engordar y madurar.

También estan entrando dos variedades (Magdall y Golden Nuget) que son
peores en cuanto a sabor, pero mas precoces, y se estan cultivando en la zona de

Malaga y Granada.

Otras variedades son: Algar, Callosa, Bernia y Nadal.

3.4.2 Temporada

Los frutos maduran de 4 a 6 meses después de la floraciéon. En los tropicos,

algunos cultivares se producen casi continuamente.
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En la India, la principal temporada es de diciembre a marzo. Los arboles
producen de mayo a septiembre en la Florida, con un pico en la cosecha en junio y

julio.

En México, hay dos temporadas: de febrero a abril y de octubre a diciembre.
Su época de cultivo es de marzo a junio. En México se consume crudo 0 como

mermelada y en pasteleria.

3.4.3 Plagas:
- Mosca de la fruta (Ceratitis capitata).

Consumen muy avidamente los frutos y son controlados mediante redes.

3.4.4 Enfermedades de los nisperos:

Moteado o rona (Fusicladium eryobotryaea)

3.4.5 Fisiopatias de los nisperos:

Mancha morada: es una alteracion fisioldégica que afecta a la epidermis de los
frutos, produciendo manchas de color pardo que deprecian el aspecto del producto y
hacen dificil su comercializaciéon. Los factores que favorecen la aparicion de la
mancha morada son todos aquellos fenédmenos meteorolégicos que producen un
desequilibrio hidrico en la planta, sobre todo en la época que empieza la

maduracién, otros son la carencia de calcio y zinc.
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CAPITULO

Fundamentos teoricos

4.1 Determinacion de humedad

Todos los alimentos, cualquiera que sea el método de industrializaciéon a que
hayan sido sometidos, contienen agua en mayor o menor proporcion. Las cifras de
contenido en agua varian entre un 60 y un 95% en los alimentos naturales. En los
tejidos vegetales y animales, puede decirse que existe en dos formas generales:

“agua libre” y “agua ligada”.

El agua libre o absorbida, que es la forma predominante, se libera con gran
facilidad. El agua ligada se halla combinada o absorbida; se encuentra en los
alimentos como agua de cristalizacién (en los hidratos) o ligada a las proteinas y a
las moléculas de sacaridos y absorbida sobre la superficie de las particulas
coloidales. (Hart, 1991).

4.1.1 Métodos de secado

Los métodos de secado son los mas comunes para valorar el contenido de
humedad en los alimentos y/o semillas; se calcula el porcentaje en agua por la
pérdida en peso debida a su eliminacion por calentamiento bajo condiciones

normalizadas.

Aunque estos métodos dan buenos resultados que pueden interpretarse
sobre bases de comparacién, es preciso tener presente que: algunas veces es dificil
eliminar por secado toda la humedad presente.

A cierta temperatura el alimento es susceptible de descomponerse, con lo que

se volatilizan otras sustancias ademas de agua. (Kirk et al, 1996)
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4.1.2 Método por secado de estufa

La determinacion de secado en estufa se basa en la pérdida de peso de la
muestra por evaporacion del agua. Para esto se requiere que la muestra sea
térmicamente estable y que no contenga una cantidad significativa de compuestos

volatiles.

El principio operacional del método de determinacién de humedad utilizando
estufa y balanza analitica, incluye la preparacién de la muestra, pesado, secado,

enfriado y pesado nuevamente de la muestra. (Nollet, 1996).

4.1.3 Método por secado en estufa de vacio

Se basa en el principio fisicoquimico que relaciona la presion de vapor con la
presion del sistema a una temperatura dada. Si se abate la presidén del sistema, se
abate la presién de vapor y necesariamente se reduce su punto de ebullicién. Si se
sustrae aire de una estufa por medio de vacio se incrementa la velocidad del

secado.

Es necesario que la estufa tenga una salida de aire constante y que la presion
no exceda los 100 mm Hg y 70°C, de manera que la muestra no se descomponga y
que no se evaporen los compuestos volatiles de la misma, cuya presién de vapor
también ha sido modificada (Nollet, 1996).

4.1.4 Método de secado en termobalanza.
Este método se basa en evaporar de manera continua la humedad de la

muestra y el registro continuo de la perdida de peso, hasta que la muestra se sitle a

peso constante.
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El error de pesada en este método se minimiza, cuando la muestra no se

expone constantemente al ambiente (Nollet, 1996).

4.1.5 Método de destilacion azeotropica.

El método se basa en la destilacion simultdnea del agua con un liquido
inmiscible en proporciones constantes. El agua es destilada con un liquido inmiscible
de alto punto de ebullicion, como son tolueno y xileno.

El agua destilada y condensada se recolecta en una trampa Bidwell para

medir el volumen (Nollet, 1996).

4.1.6 Método de Karl Fischer.

Es el unico método quimico comunmente usado para la determinacién de

agua en alimentos, que precisamente se basa en su reactivo.

Este reactivo fue descubierto en 1936 y consta de yodo, diéxido de azufre,
una amina (originalmente se empleaba piridina, sin embargo por cuestiones de
seguridad y toxicidad se esta reemplazando por imidazol) en un alcohol (ejemplo
metanol). Inicialmente, el didxido de azufre reacciona con el metanol para formar el
éster el cual es neutralizado por la base (1).

El éster es oxidado por el yodo a sulfato de metilo en una reaccién que

involucra al agua (2).
Las reacciones son las siguientes (James, 1999):

CH3OH + SO, + RN — [RNH]SOsCHs (1)
H20 + Io + [RNH]SO5CH; +2RN — [RNH] (SO4)CHs + 2[RNH]I (2)

Donde RNH es la base
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Tabla 1. Comparacion entre los métodos para determinar humedad.

Método Ventajas Desventajas
¢ Es un método convencional. e La temperatura va fluctuar. debido
e Es conveniente por la pérdida de al tamano de la particula, peso de la
sustancias volatiles. muestra, posicion de la muestra en

Secado en e Es rapido y preciso. el horno, etc.

estufa eSe pueden acomodar varias Pérdida de sustancias volatiles
muestras. durante el secado.
e Se llega a la temperatura deseada | ® Posible descomposicion de la
mas rapidamente. muestra.
e Se calienta a baja temperatura y La eficiencia es baja para alimentos
por lo tanto se previene Ila con alta humedad.
Secado en descomposicién de la muestra.
estufa de e Es recomendable para muestras
vacio que contengan compuestos
volatiles organicos.
e Calentamiento y  evaporacién
constante y uniforme.
e Determina el agua directamente y Baja precision del dispositivo para
no por pérdida de peso. medir volumen de agua.
e El dispositivo es sencillo de Los disolventes inmiscibles en agua
manejar. como tolueno son inflamables.

Destilacion | « Toma poco tiempo por lo que se |  Se pueden registrar elevadas

azeotropica previene la oxidacion de la cantidades de destilado, debido a la
muestra. destilacién de componentes

e No afecta Ila humedad del solubles en agua.
ambiente. Cualquier impureza puede generar
resultados erréneos.
e Es un método semiautomatico o Es excelente para investigacion.

Secado en automatico.

termobalanza | e La muestra no es removida por lo
tanto el error de pesada es minimo.

e Es un método estandar para Los reactivos deben ser RA para
ensayos de humedad. preparar el reactivo de Fischer.

e Precisi6bn y exactitud mas altas El punto de equivalencia de
que otros métodos. titulaciéon puede ser dificil de

e Es (til para determinar agua en determinar.
grasas y aceites previniendo que El reactivo de Fischer es inestable
la muestra se oxide. y debe estandarizarse in situ.

Karl Fischer | o« Una vez que el dispositivo se El dispositivo de la titulacion debe
monta la determinacion toma protegerse de la  humedad
pocos minutos. atmosférica debido a la excesiva

sensibilidad del reactivo a la
humedad.

El uso de la piridina que es muy
reactiva.

(Nollet, 1996)
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4.2 Determinacion de cenizas

Las cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo
inorganico que queda después de calcinar la materia organica. Las cenizas
normalmente no son las mismas sustancias inorganicas presentes en el alimento
original, debido a las perdidas por volatilizacion o a las interacciones quimicas entre

los constituyentes.

El valor principal de la determinacién de cenizas es que supone un meétodo
sencillo para determinar la calidad de ciertos alimentos, por ejemplo en las especias
y en la gelatina es un inconveniente un alto contenido de cenizas. Las cenizas de
los alimentos deberan estar comprendidas entre ciertos valores, lo cual facilitara en

parte su identificacion de los minerales presentes en la muestra. (Kirk et al, 1996).

En las cenizas de los vegetales predominan los derivados de potasio y en las
cenizas animales los del sodio. El carbonato potasico se volatiliza apreciablemente a
700 °C y se pierde casi por completo a 900 °C. El carbonato sdédico permanece
inalterado a 700 °C, pero sufre pérdidas considerables a 900 °C. Los fosfatos y
carbonatos, ademas reaccionan entre si. (Hart, 1991).

4.2.1 Método de cenizas totales

La determinacion en seco es el método mas comun para cuantificar la
totalidad de minerales en alimentos y se basa en la descomposicién de la materia
organica quedando solamente materia inorganica en la muestra, es eficiente ya que
determina tanto cenizas solubles en agua, insolubles y solubles en medio &acido. En
este método toda la materia organica se oxida en ausencia de flama a una
temperatura que fluctia entre los 550-600°C; el material inorganico que no se
volatiliza a esta temperatura se conoce como ceniza. (Nollet, 1996)
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4.2.2 Determinacion de cenizas en humedo.

Para la determinacion humeda se dan cenizas alcalinas, acidas y neutras y

esto se basa en el tipo de anion o catién ya sea metélico o complejo, por ejemplo

hay minerales como tartratos o citratos que produciran cenizas con un caracter

alcalino. Es necesario tomar en cuenta que también un indice de alcalinidad de

cenizas es muestra del contenido de carbonatos en disolucién acuosa.

1996).

(Nollet,

Tabla 2. Comparacion entre métodos para determinar cenizas totales

Método Ventajas Desventajas
1. Simple. 1. Se requiere alta temperatura.
2. No se requiere atencién durante | 2. El equipo es caro.
Seco la generacién de cenizas. 3. Hay pérdidas por volatilizacion.
3. No se requieren reactivos. 4. Hay interacciones entre minerales y
4. Se pueden manejar muchas | recipientes.
muestras. 5. Hay absorcion de elementos traza por
5. Es un método estandar para la | recipientes de porcelana o silice
determinacion de cenizas 6. Poca utilidad para analisis de Hg, As, P
6. Se puede determinar cualquier | y Se
tipo de materia inorganica. 7. Calentamiento excesivo puede hacer
ciertos componentes insolubles.
8. Hay una dificultad en el manejo de
cenizas por ser higroscépicas, sensibles a
la luz, etc.
1. Relativamente no se requiere | 1. Se requieren altas cantidades de
Humedo | alta temperatura materiales corrosivos.

2. El dispositivo es simple

3. La oxidacion es rapida

4. Se mantiene la disolucion
acuosa lo cual es bueno para
analisis mineral.

5. El equipo no es caro.

6. No hay volatilizacion de
minerales

2. Se requieren acidos explosivos

3. Se requiere estandarizar los reactivos
4. Las reacciones son fumantes
5. Manejar sistematicamente
muestras no es sencillo

6. El procedimiento es tedioso y gasta
mucho tiempo.

varias

(Nollet, 1996)
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4.3 Determinacion de elementos minerales

En los alimentos se encuentran elementos presentes en los compuestos
organicos como son el carbono, el hidrogeno, el nitrégeno, el oxigeno y el azufre;
ademas de otros elementos en pequenas cantidades que se agrupan como
“‘elementos minerales” estos se presentan en cantidades minoritarias en los
alimentos, y que suelen determinarse como elementos mas que como compuestos

especificos o grupos de compuestos.

El nimero de estos elementos que se encuentran en los alimentos es
considerable, se incluyen el: silicio, calcio, magnesio, sodio, potasio, fésforo, azufre,
cloro, hierro, aluminio, manganeso, fluor, arsénico, cobalto, cobre, mercurio,
molibdeno, plomo, selenio, estroncio, zinc, yodo, mercurio y boro. En algunos casos
estos elementos son naturales en los alimentos, mientras que en otros casos son

producto de la contaminacion.

4.4 Determinacion de glucosidos cianogénicos

Glucésido cianogenico: Estos glucédsidos poseen cianuro en su aglucéon y lo
liberan cuando el glucésido contacta con una glucosidasa del propio vegetal, de la
cual se encuentra fisicamente separado. El cianuro liberado forma &cido cianhidrico

(HCN), un téxico violento y de rapido efecto por inhibir la respiracion celular.

CH,OH
H —0o
o R
OH H ~c
N
OH H C=N
H  OH

Figura 6. Estructura general del glucésido cianogénico.
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Los glucésidos cianogénicos se sintetizan a partir de aminoacidos como parte

del metabolismo vegetal, y al hidrolizarse liberan cianuro de hidrogeno (HCN)

La determinacion de cianuro de hidrogeno en una planta y/o semilla es de
gran importancia en la dieta de animales y humanos. Por eso en este trabajo se
determiné la cantidad de cianuro de hidrogeno, liberado a partir de los glucésidos
cianogénicos presentes en semillas de Eriobotrya Japonica, relacionando la

concentracién con su potencial toxicologico.

La accién téxica del acido cianhidrico se produce al reaccionar con el hierro
trivalente de la citocromo oxidasa en las mitocondrias, impidiendo la fijacion de
oxigeno en las células del torrente sanguineo, las cuales ya no pueden transportarlo,
inhibiendo la respiracion celular en los tejidos al quedarse con deficiencia del mismo,
lo que ocasiona en el organismo la asfixia. El grado de toxicidad del cianuro de

hidrégeno (HCN) para los humanos depende del tipo y tiempo de exposicion.

4.41 Toxicidad del HCN

Se sabe que el cianuro es un anién quimico téxico, una pequena cantidad de
cianuro es fatal. El cianuro estd en contacto con el cuerpo humano en niveles no
daninos en la vida diaria, a través del humo del cigarrillo y muchos alimentos.El

cuerpo humano puede desintoxicar en forma natural los bajos niveles de cianuro.

En la tabla no 3 se muestran los efectos probables de exposiciéon al HCN de

un individuo promedio.
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Tabla 3. Efectos probables a diferentes concentraciones de HCN

Concentracién de HCN Caracteristicas

2-5 ppm Limite de olor

10 ppm Limite maximo permitido

20-40 ppm Sintomas leves

45-55 ppm Tolerable durante 0.5 hrs., sin efectos

inmediatos ni retardados
100-240 ppm Fatal en 0.5 hrs.

300 ppm Fatal inmediatamente

Las cifras presentadas asumen que no hay primeros auxilios ni asistencia
médica. La deteccion por olfato del HCN varia de una persona a otra. Algunas

personas la describen como un olor, otras como un gusto 0 una sensacion.

4.4.2 Reaccion de hidrolisis de glucoésido cianogénico.
HHC R HHC
0] E N HO @)
 ——
B-Cuoosidesa
H H
R
A 0
o ||
! 00 -hidroxinitriliasa
> C|>H + HON
R Ry

Figura 7. Reaccion de hidrolisis del glucosido cianogénico
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El HCN se puede cuantificar empleando el reactivo de Guignard vy tiras de
papel filtro impregnado con acido picrico. Se genera la isopurpurina y ésta a su vez
es la base del método de cuantificacién por acido picrico.

Al liberarse el HCN de la muestra, éste reacciona con una tira reactiva
impregnada con el acido picrico, lo cual genera la isopurpurina y ésta a su vez es la

base del método de cuantificacion por el acido picrico.

OH
ON NO2 ON NHOH
2 HCN + MEDIO .
ALCALINO
NC CN
N2 NO,
ACIDO PICRICO ISOPURPURINA

FIGURA 8. Reaccion de formacion de la isopurpurina.

4.5 Determinacion de proteinas

4.5.1 Método de Kjeldahl

En el trabajo cotidiano, es mas frecuente determinar proteinas totales que
las proteinas o los aminoacidos individuales. El procedimiento mas empleado es el
Kjeldahl en el cual se determina la materia nitrogenada total, que incluye tanto las no

proteinas como las proteinas verdaderas (Aurand et al, 1987).
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El método se basa en la determinacién de la cantidad de Nitrégeno organico y

se realiza en dos pasos consecutivos:

a) La descomposicién de la materia organica bajo calentamiento en presencia
de acido sulfurico concentrado.

b) La cuantificacion de la cantidad de amoniaco obtenida de la muestra

Durante el proceso de descomposicion ocurre la deshidratacién vy
carbonizacion de la materia organica combinada con la oxidacion del carbono a
diéxido de carbono. El nitrégeno organico es transformado en amoniaco que se

retiene en la disolucion como sulfato de amonio.

La recuperacion del nitrégeno y la velocidad del proceso pueden ser
incrementados adicionando sales (como el sulfato de potasio) que abaten la
temperatura de la reaccion o por la adicion de oxidantes (per6xido de hidrégeno,

persulfatos o acido cromico) y por la adicién de un catalizador. (Nollet, 1996)

El método de Kjeldahl consta de las siguientes etapas:

a) Digestion: Proteina + H.SO4, —— COs + (NH4)2S04 + SO,

b) Destilacién:
(Recibiendo la digestién en HCI)  (NH4)2SO4 + 2NaOH — NaxSO4 + NH3z + H0
(Recibiendo la digestién en H3BO3) NH3;+ Hs3BO3; — NH4H.BO3

c) Titulacion:

(Si se recibié en HCI) NH4Cl + HCI + NaOH — NH4CI + NaCl + H20
(SI se recibi6é en H3803) NH4H2803 + HCl — H3803 + NH4C|
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En la mezcla de digestion se incluye sulfato sddico para aumentar el punto de
ebullicién y un catalizador, como el sulfato de cobre, para acelerar la reaccién. El
amoniaco en el destilado se retiene o bien por un acido normalizado y se valora por

retroceso, o por el &cido borico y se valora directamente.

El método Kjeldahl no determina, sin embargo, todas las formas de nitrégeno
a menos que se modifiguen adecuadamente; esto incluye el empleo nitratos y
nitritos. (Pearson, 1993). Para convertir el nitrégeno a proteina se emplea el factor
de 6.25, el cual proviene de la consideracién de que la mayoria de las proteinas

tienen una cantidad aproximada de 16% de nitr6geno.

Figura 9. Unidad de digestion Kjeldahl.

4.5.2 Cuantificacion mediante UV

La cuantificacion de las proteinas, basada en la absorcién en la region de UV,
tiene la ventaja de que no es necesario utilizar reactivos y la muestra no se dafna o

destruye durante la determinacion.

La mayoria de las proteinas muestran una absorcién a 280 nm, la cual se

atribuye al grupo fendlico de la tirosina y al grupo inddlico del triptofano.
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Se realiza una comparacién con una proteina estandar, de la que se debe
conocer su composicion. Se toma en cuenta la absorcién del disolvente, ya que este
puede absorber en la misma region. Este método sufre interferencias de compuestos

que contengan anillos de purina y pirimidina. (Nollet, 1996).

4.5.3 Método de Biuret

El método comprende un ensayo colorimétrico de un paso donde se cuantifica
la formacion de un complejo estable entre proteinas y cobre (II).

El complejo se da por la coordinacion de un atomo de cobre con cuatro
atomos de nitrdgeno, presenta un color violeta caracteristico, que se puede observar
a 310nm o 540-560nm. EI complejo se basa en la desprotonacion de los grupos
amida para formar los enlace con el cobre (Il), o por el establecimiento de un enlace
coordinado entre el metal y los pares de electrones libres de los &tomos de oxigeno y

de nitrégeno del péptido.

Después de la adicion del reactivo de cobre se requiere de tiempo para
desarrollar una coloraciéon de Biuret estable; es necesario considerar la posible
influencia de aminoacidos libres y amoniaco, por lo que se puede adicionar un
buffer (Nollet, 1996)

4.5.4 Método de Lowry

El método de Lowry et al (1951), combina la reaccién de Biuret con la
reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu (acidos fosfomolibdico y fosfotingstico), el
cual lleva a cabo la oxidacion de tirosina, triptéfano, cisteina, cistina de las cadenas
polipeptidicas (Nielsen, 1988). El proceso de oxido-reduccion se acompana de la

formacién de un color azul caracteristico.
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Los quelatos de cobre en la estructura del péptido facilitan la transferencia de
electrones de los grupos funcionales amino al croméforo acido. Este método es Uutil
para determinar pequefas cantidades de proteina en una disolucién. El desarrollo de
color es dependiente del pH, por lo que se debe mantener entre 10 y 10.5. (Nollet,
1996)

4.5.5 Método turbidimétrico

La turbidez producida cuando una proteina se mezcla con alguno de los
precipitantes comunes, se puede utilizar como un indice de la concentracion de

proteinas y se emplea cuando estan en bajas concentraciones.

Los precipitantes mas empleados son: el &cido tricloroacético, el acido
sulfosalicilico y el ferrocianuro de potasio en acido acético.

Las técnicas turbidimétricas son rapidas y convenientes, sin embargo las
principales desventajas que presentan es que las proteinas difieren en la velocidad
de precipitacién, ademas el método no permite diferenciar entre proteinas y

compuestos insolubles en acidos tales como acidos nucleicos. (Layne, 1957)

4.5.6 Union con colorantes

Controlando el pH y la fuerza i6nica del medio los grupos funcionales acidos y
basicos de las proteinas pueden interactuar con grupos organicos de carga opuesta.

Al realizarse la unién se presenta coloracién o bien un cambio de ésta.

Comunmente se usan colorantes sulfonados los cuales reaccionan a pH acido
con el grupo amino de la lisina, el grupo guanidina de la arginina, el imidazol de la

histidina y un numero limitado de a-amino terminales. (Nollet, 1996)
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Tabla 4. Comparacion entre los métodos para determinacion de proteinas.

Método Ventajas Desventajas
e Es apropiado para varios ellega haber interferencia de
tipos de productos. compuestos nitrogenados no
e Alta confiabilidad y proteicos.
Kjeldahl disponibilidad. e Durante la digestion se produce

Esta incluido en los métodos
aprobados por las
organizaciones
internacionales.

demasiado humo.
¢ Uso de catalizadores caros o toxicos.
¢ Baja sensibilidad.
e Tarda demasiado tiempo.

Cuantificacion
mediante UV

Rapida y no destructiva.

No se necesitan reactivos.
Alta sensibilidad.

Baja dependencia de la
respuesta de la sefal a la
composicién del aminoacido.
Baja interferencia de acidos
nucleicos y nucleétidos.

¢ |Interferencia de otros compuestos
que absorba en UV.

e Se necesita usar muestras limpias y
lamparas relativamente nuevas.

No hay interferencia de
aminoacidos libres.

¢ |nterferencia de amoniaco, buffer,
detergentes.

e Pequefia influencia de la|e Baja sensibilidad.
Biuret composicién del aminoacido
en el desarrollo de color.
e La operacién es simple y se
puede manejar numero
grande de muestras.
¢ Alta sensibilidad. e Dependencia del color con la
e Facil de operar. composicion del aminoacido.
e Facil de manejar un gran | e Interfieren un buen nimero de
numero de muestras. compuestos.
Lowry ¢ |nestabilidad del reactivo Folin-

Ciocalteau a pH alcalino.

e La curva estandar no es lineal para
altas concentraciones de proteinas,
por lo tanto, es necesario diluir
mucho antes de medir.

(Nollet, 1996)
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4.6 Cuantificacion de azucares reductores

Azucares reductores: son aquellos azlcares que poseen su grupo carbonilo
(grupo funcional) intacto, y que a través del mismo pueden reaccionar con otras

moléculas.

Reaccion de Fehling: se basa en determinar si el aztcar posee poder reductor
ya que los azucares reductores tienen una coloracion rojiza debido al oxido cuproso

que es forma por oxidacion del azucar por medio del catién Cu 2+.

CH5OH
0
OH
0 OH CH50H
OH
cutt Syt OH
11, : + OH  cooH
Complejo Foja &
CHL20H Lo
cupro-tartatrico 8K
OH soluble
OH | GHO
0
OH

Figura 10. Reacciones de Fehling y Benedict

Reaccion de Benedict: El reactivo de Benedict se utiliza como prueba para la
presencia de todos monosacaridos, y generalmente también azucares de reduccion.
Estos incluyen glucosa, galactosa, manosa, lactosa y maltosa. Mas generalmente, la

prueba de Benedict detectara la presencia de aldehidos.

35




&

El reactivo de Benedict se puede preparar de carbonato de sodio, citrato de
sodio y sulfato del cobre (Il). El reactivo de Benedict contiene (ll) los iones de cobre
azules (Cu®) cudles se reducen al cobre (I) (Cu*). Estos son precipitado como rojo

oxido del cobre (I) cudl es insoluble en agua.

4.6.1. Azucares en solucion

Antes de la cuantificacion, se requiere remover de las muestras, las
sustancias que pueden interferir. Los pigmentos y otras sustancias coloridas
interfieren con procedimientos colorimétricos y otras técnicas, particularmente con
los métodos de reduccién. Para decolorar se han utilizado una gran variedad de

métodos como el uso de carbdn activado y tratamientos con sales de plomo.

Cuando se usan sales de plomo se debe de evitar el uso de acetato de plomo
basico para medidas polarimétricas, en cuyo caso se prefiere acetato de plomo
neutro, este se utiliza en solucién acuosa saturada y el exceso se elimina con

oxalato de plomo u oxalato de sodio. (Southgate, 1991)

4.6.2 Método acido dinitrosalicilico (DNS)

La determinacion de azucares reductores se realiza utilizando el método

colorimétrico de Acido Dinitrosalicilico (DNS).

Los azucares deben estar como monosacaridos. En disolucion alcalina el
monosacaridos reduce a un grupo nitro del DNS, para dar el producto monoamino

que es colorido a este pH.
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Este método se selecciond por ser rapido y reproducible. EI método del acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS), se basa en la reduccién del DNS (de color amarillo) por la
glucosa u otro azucar reductor al acido 3-amino-5-nitrosalicilico (de color rojo ladrillo)
(Chaplin, 1986), cuya presencia puede detectarse por lectura de la Absorbancia en
la zona de 540-570 nm.

La concentracion se obtiene a partir de la recta obtenida al realizar la curva de
calibracion, que correlaciona la Absorbancia medida a 540 nm con la concentracién

de Glucosa.

CHO

COOH
HO—+—

OH HO—T—
——0H 1
O NO, o NH, OH
ACIDO35-DINITROSALICILICO ~ D-GLUCOSA ACIDO 3-AMINOSS-NITROSALICILICO.~ ACIDO D-GLUCONICO
(DNS)

Figura 11. Reaccion de cuantificacion por el método del DNS
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CAPITULO

PARTE EXPERIMENTAL

Los fundamentos teoricos de las determinaciones se mencionan en la parte
tedrica.
Se describe a continuacién el procedimiento experimental que se sigui6 en el

trabajo.

Para este estudio se trabajo con semillas de Nispero, que fueron
recolectadas en los meses de agosto y septiembre del 2009. Se separ6
manualmente la parte carnosa y comestible del fruto, y las semillas se dejaron secar

a temperatura ambiente en el laboratorio 2B de la Facultad de Quimica.

Se pesaron los frutos del nispero y las semillas; los resultados se muestran a

continuacion.

TABLA 5. DETERMINACION DEL PESO DE LA SEMILLA

Peso del fruto Peso de la semilla
7.3210 ¢ 3.5662 g
6.9952 g 2.9536 g
7.2015 g 3.2632 g

Prom..= 7.1726 g | Prom. = 3.2610 g

71726 g -------------- 100%
3.2610 g ------------- X
X= 4546 o/o

Se observa que el peso de la semilla representa un 45.46 % del peso del

fruto.
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Posteriormente se separo la pelicula que las cubre y se molieron en un molino

de forma manual. Una vez molida la semilla se pesaron 32.00 g de esta y se

colocaron en el cartucho de un equipo de Soxhlet.

Se realizo la extraccion con:
Hexano

Cloruro de metileno
Acetona

Metanol

En la extraccion con cada uno de los disolventes, se mantuvo la extraccién

continua durante 2 horas.

Posteriormente los exiractos obtenidos se vaciaron en frascos de vidrio

previamente pesados, se dejé evaporar el disolvente y de esta manera se obtuvo el

extracto concentrado correspondiente

Las cantidades de sélidos que se obtuvieron fueron las siguientes:

TABLA 6. OBTENCION DE EXTRACTOS

No de Disolvente Cantidad obtenida de solido

extracto

1 Hexano 0.0505¢g

2 Cloruro de metileno 1.5125¢

3 Acetona 3.9249 ¢

4 Metanol 0.0531 ¢

Total 5.5410 ¢
Rendimiento:

32.00 g --=----=-=enme- 100 %
5.5410 g ------------- X X=17.3156 %
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Posteriormente cada uno de loes extractos se analiz6 mediante cromatografia
en capa fina y se observaron mezclas de los componentes que no fueron separados,
ya que las pruebas que se realizarian son muy especificas y no requerian tener los

compuestos puros.

5.1 DETERMINACION DE HUMEDAD

Se hicieron varias pesadas de la semilla del nispero molida, se pesé de 1 a2
g de muestra en un vidrio de reloj (previamente pesado).

Se sec6 la muestra en la estufa aproximadamente 2 hrs. a 100 - 110°C. Se
retir6 de la estufa y se dej6 enfriar. Al llegar a temperatura ambiente se pesé. Se

repitié la operaciéon hasta tener peso constante.
Posteriormente se calculo el porcentaje de humedad.

TABLA 7. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

Peso nispero Peso nispero seco Perdida por % de humedad

hamedo (g) (9) humedad (g)
1.5857 1.4585 0.1272 12.72
1.1283 1.0384 0.0899 8.99
1.8198 1.6650 0.1548 15.48
0.9818 0.8238 0.158 15.8
1.6899 1.4580 0.1419 14.19
1.1138 0.9957 0.1181 11.81
1.0078 0.9344 0.0734 7.34
0.2122 0.1290 0.0832 8.32
0.1882 0.0770 0.1112 11.12

x=1175

El porcentaje de humedad contenido en la semillas del nispero es de 11.75 %
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5.2 DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES

Se pesé de 3 a 5 g de muestra en el crisol (la muestra no debe sobrepasar la

mitad del crisol) previamente pesado.

Se coloco a peso constante un crisol 2 hrs. aproximadamente en la mufla a

600 °C.

Se enfrio en un desecador y se peso.

Figura 12. Equipo utilizado para la determinacion de cenizas.

TABLA 8. Determinacion de materia inorganica por el método de cenizas

Muestra Muestra (g) Ceniza (g) % Materia
Inorganica
N1 4.1704 0.0393 0.9424
N2 3.1522 0.0480 1.5227
N3 3.6530 0.0581 1.5905
N4 4.9194 0.0859 1.7461
N5 5.247 0.0620 1.1816
X=1.40 %

El porcentaje de materia inorganica en la muestra fue de 1.40 %
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5.3. DETERMINACION DE GLUCOSIDOS CIANOGENICOS
5.3.1 Ensayo cualitativo

Para llevar a cabo esta prueba se peso alrededor de 0.5 g de muestra.

5.3.2 Preparacion del reactivo de Guignard:

Se coloco 2.5 g de acido picrico en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se
disolvié con 200 mL de agua destilada. Enseguida se agregé 12.5 g de carbonato de
sodio (Na,CO3) y se agité hasta disolverse. Posteriormente se llevo la solucién a un

volumen de 500 mL con agua destilada.

Preparacioén de la tira reactiva: Se sumergio la tira reactiva (papel filtro) en el

reactivo de Guignard, la cual da una coloracion amarilla.

5.3.3 Preparacion de la muestra

La semilla se trituro en un mortero, esta fue colocada en un tubo de plastico y
se agregd agua destilada, posteriormente se adicioné aproximadamente 0.05 mL de
HCI 0.5 N, se introdujo la tira de papel filtro cuidando de no rosar con las paredes del
tubo sujetandola con el tapdn del tubo, se tapo el recipiente y se introdujo en una
estufa a 40 °C alrededor de 20 min.

Se considera una prueba positiva cuando la tira reactiva presenta un color

café- rojizo.

Resultado. Prueba positiva, la tira de papel filtro presento la coloracion café-
rojizo a los 10 min, dicha coloracién indica que se encuentra presente HCN.
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5.3.4 Ensayo cuantitativo:

Se realizé la cuantificacion de Cianuro de Hidrogeno, como téxico volatil, a partir
de glucésidos cianogénicos, por medio del método espectrofotométrico:

Preparacién de las muestras:

*|ntroducir la muestra en un matraz
Erlenmeyer conteniendo 25 mL de agua
destilada, previamente enfriada en bafno de

Triturar la semilla, pesar 1 g de
muestra y macerar lo mas pronto | —
posible

hielo.
Colocar el matraz en estufaa 40 | Poner la tira reactiva de papel (reactivo
°C por 1 hr. Guignard) en el matraz + 1 mL de HCI 0.5 N.
l tapar inmediatamente.
/Sacar de la estufa y observar Ias\
tiras aquellas que presenten Determinar la absorbancia de la muestra en
coloracion café-rojizo, — el espectrofotometro a 520 nm

introducirlas a un tubo de ensaye
y extraerle el compuesto
colorido.

\_ J

La curva estandar de HCN se prepar6 colocando en matraces volumétricos de
25 mL, alicuotas de la solucion patrén de KCN vy llevando al aforo con agua
destilada. * Una vez preparadas las soluciones, se vaciaron a matraces Erlenmeyer

y se realiz6 el mismo tratamiento que a las muestras de semillas.

Los volumenes de las alicuotas y su concentracién, se muestran en la

siguiente tabla:
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Tabla 9. Curva patron de HCN

Alicuota de la solucion | Concentracion
patron de KCN (mL) (ng/mL)

0.0 Blanco

0.1 0.4

0.2 0.8

0.3 1.2

0.4 1.6

0.5 2.0

La ecuacién de la recta de la curva patrén fue:
y =0.0245 x + 0.0145

R2= 0.91292

De donde se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 10. Concentracion de HCN contenidos en muestra

No Muestra Concentracion (U9/g muestra)
Muestra 1 1.2449
Muestra 2 1.2441
Muestra 3 1.2452

Conforme a los resultados, se observa que la semilla contiene 1.245 ug/g
0 1.245 ppm de HCN.

Al comparar este resultado con los valores de la Tabla 3 de toxicidad de
HCN, se observa que se requiere de una dosis mayor para que el alimento sea

considerado téxico.
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5.4. DETERMINACION DE PROTEINAS

Esta prueba se llevo a cabo en el edificio E de la Facultad de Quimica, en
el laboratorio 111 del departamento de Farmacia, esta determinacion estuvo a
cargo del M. en C. Bernardo Lucas Florentino, y quien realiz6 la determinacion
fue la Q.A Ana Lilia Zarate Martinez. A continuacién se presenta la metodologia
empleada, asi como los resultados:

La determinacion se realiz6 segun el método micro Kjeidahl, el cual se
basa en la oxidacion de la materia organica mediante una mezcla digestiva con
catalizador (H2SO4, HsPO4 y CuSOs4 5H20), formandose una sal (NH4HSO4).
Posteriormente se alcaliniza la mezcla con NaOH y se destila. En este proceso se
libera amoniaco de dicha sal, que se recibe en acido bérico (H3sBO,), el cual se
titula con HCI 0.01N. Realizando algunos calculos se obtiene el porcentaje de
nitrégeno en la muestra, el cual al multiplicarlo por el factor 6.25, indica el % de

proteina cruda (asumiendo que la proteina tiene un 16% de nitrégeno).
NH4H2803 + HCl —» H3803 + NH4C|

La determinacion se efectlo por triplicado; en la Tabla 11, se presentan los

resultados obtenidos.

Tabla 11. Resultado de la determinacidn de proteinas.

Peso de la % Proteina Promedio + ¢ Coeficiente de
muestra (Q) (N %6.25) variacion
0.1797 4.7
0.1792 5.04 5.02 + 0.044 0.87%
0.1798 5.05

El porcentaje de proteina en la muestra es de 5.02 %.
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5.5 Determinacion de almidén

5.5.1 Prueba cualitativa

Para llevar a cabo esta técnica, se peso6 alrededor de 2g de muestra y se
puso a hervir con agua destilada y con agitacién constante durante 5 minutos. Se
dej6 enfriar a temperatura ambiente. Una vez frio, se adicionaron 4 gotas de
solucién de yodo-yoduro. Si la muestra contiene almidon, se debe observar un

color azul marino intenso

Resultado: Prueba positiva.

5.6. Determinacion de azucares reductores

5.6.1 Pruebas cualitativas:

Prueba de Fehling.

Se mezclé 1 mL de la solucién A? (CuzSO4 al 3%) y 1 mL de la solucién B?
(15% de Tartrato de sodio y potasio (TSK) en solucion acuosa de NaOH al 5%) en

un tubo de ensayo, se agreg6 0.5 g de la muestra y se calentd a ebullicion.

La formacion de un precipitado rojo y la decoloracion de la disolucion,

indica prueba positiva para azucar reductora.
Resultado: Prueba positiva

Prueba de Benedict.
Se coloc6 1 mL de la solucién de Benedict (complejo cuprico con ion
citrato) y se agrego 0.5 g de la muestra, se calentd a ebulliciéon y se dej6é enfriar a

temperatura ambiente.
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Una decoloracién de la disolucién y formacién de un precipitado que va de

amarillo hasta rojo, indica prueba positiva.

Resultado: Prueba positiva.

5.6.2 Solucion acuosa de azucares reductores

Se pesaron 0.300 g de la muestra, posteriormente se hizo una hidrdlisis
acida (20 mL de agua + 5 mL de HCI por 15 min.), por triplicado, esta solucion se

utilizé para la determinacién de azucares reductores.

5.6.3. Prueba cuantitativa:

Esta determinacion se realiz6 por el Método del DNS empleando como

reactivo (&cido dinitrosalicilico).

5.6.4 Preparacion de la solucion de DNS

En un matraz volumétrico de 50 mL se colocaron 8 mL de NaOH al 10 %,
se adicionaron 15 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (TSKT), se

anadieron 0.5 g de DNS y se llevé al afordé con H2O.
5.6.5. Preparacion de la curva patron de glucosa.
Se realizd una curva patrén de glucosa en un intervalo de 0.2 a 2.0 mg/mL,

para lo cual se hizo reaccionar 1 mL de glucosa de concentracién conocida con 1

mL de DNS, y posteriormente se tomé la lectura a 540 nm.
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5.6.6. Preparacion de las muestras para la cuantificacion de azucares

reductores.

La solucidon acuosa de azucares reductores, se colocé en una matraz
aforado de 10 mL y se llevo al aforo.

Se tomo 1mL de esta ultima solucién, se coloc6 en un tubo de ensaye, se
adicioné 1 mL del reactivo de DNS y se calent6 por 5 min en bafo Maria,

posteriormente se enfrié y aforo a 10 mL.
A continuacién, se ley6 en el espectrofotometro la absorbancia del derivado
obtenido. De acuerdo al método seleccionado, se tomo la lectura a 540 nm tanto

de la curva patrén como de las muestras.

Se cuantificaron los azlcares reductores interpolando los valores de

absorbancia obtenidos de la muestras, en la curva patrén preparada.

La ecuacién de la recta de la curva patron es:
y=0.2576 x + 0.0412

Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 12. Porcentaje de azucares reductores obtenida en la muestra

Muestras hidrolizadas % de azucares reductores
1 59
2 62
3 62
Promedio = 61

El % de azlcares reductores presentes en la muestra es del 61 %
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5.7. Prueba de Identificacion de Fenoles:

Esta técnica se llevé a cabo con el reactivo cloruro férrico al 1%. La reaccién

prueba se considera positiva cuando la reaccién entre la muestra y el reactivo.

Resultado: Prueba negativa

OH
H
FeCl; o®
S50 %,
}FEC 1
E_]

Figura 13. Reaccidn para identificacion de fenoles.

5.8. Determinacion de minerales

Esta determinacién se llevo a cabo en el U.S.A.l., edificio B Facultad de

Quimica, a cargo de la Q. Araceli Tovar Tovar.

Método analitico utilizado: Espectrofotometria de Absorcion Atomica

Equipo empleado: Varian Spectr AA 220.

Andlisis realizado siguiendo el procedimiento técnico: PT-USAI-FQ-AA-001.

La muestra fue digerida en horno de microondas marca CEM modelo MDS
2000, empleando acido nitrico.

A continuacion se presentan las curvas de calibracién obtenida durante

el andlisis.
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Tabla 13. Determinacion de Calcio (Ca)

Concentracion
(ppm) Absorbancia
0.2 0.0471
0.4 0.0871
0.6 0.1213
0.8 0.1666
1 0.191

Curva de calibracion

absorbancia
o

0 T T

y = 0.1837x + 0.0124
R? = 0.9937

0 0.2 0.4

0.6 0.8 1

conc (ppm) de Ca

Figura 14. Curva de calibracion para calcio (Ca).

50




&

Tabla 14. Determinacion de Sodio (Na)

Concentracion
(Ppm) Absorbancia
0.1 0.1473
0.2 0.2001
0.3 0.2447
0.4 0.2766
0.5 0.37014

Curva de calibracion

0.4
o 0.3
(8]
&
.g 0.2 1
@ y = 0.6523x + 0.0434
< 0.1- R2 = 0.9386

0 I I
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Conc ppm de Na

Figura 15. Curva de calibracion para sodio (Na).
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Tabla 15. Determinacion de Potasio (K)

Concentracion
(ppm) Absorbancia
0.2 0.0617
0.4 0.1659
0.6 0.2791
0.8 0.388
1 0.4379

curva de calibracion

0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 - y = 0.4688x - 0.0123
01- R? = 0.989

0 T I I I 1
010 02 04 06 08 1

Absorbancia

Conc ppm K

Figura 16. Curva de calibracion para potasio (K).
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Resultado de la concentracién de calcio, magnesio y potasio en una
muestra sélida de semillas del nispero:

Tabla 16. Resultados de la determinacion de minerales

Muestra | Ca (ppm) Na (ppm) K (ppm)

Promedio | 30017.061 | 28859.245 | 19022.165

ppm= mg/L
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CAPITULO

RESULTADOS

A continuacion se muestran los resultados de los analisis efectuados

a la semilla de nispero.

Humedad. ... e 11.75%

(0714 [ P4= -3 (o) 7= 1 (=1 T 1.40 %
GIUCOSIAOS CIANOGENICOS. ... vttt aeaes 1.245 ppm
POt NS . . oo 5.02 %.

Almidon. Prueba cualitativa positiva
AZUCAreS redUCIONES. ... et 60.0 %
Fenoles. Prueba negativa

Minerales:

CalCiO. e 30017.061 ppm
POtaSio. ... 19022.16 ppm
MAGNESIO. e 28859.245 ppm

Se cuantificaron los glucésidos cianogénicos, y se encontré6 una cantidad

que no representa un riesgo en su consumo.

Es importante recordar que la semilla no se consume, pero en el campo

puede darse un consumo accidental por los nifios o los animales.

Con el trabajo experimental realizado se logro contribuir al estudio quimico de

la semilla del nispero.
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CAPITULO

Conclusiones

v' Se realizd el estudio fitoquimico de la semilla de Eriobotrya japonica
(Nispero).

v Se determino el contenido de humedad en la semilla la cual es del
11.75%.

v" El porcentaje de materia inorganica es de 1.40 %

v Se realiz6 la cuantificacién de cianuro de hidrogeno en una muestra
de semillas de nispero. La cantidad encontrada fue de 1.24 ppm, por lo que
en caso de ser consumida no ocasionaria un dafo apreciable en el organismo,
por lo que sélo seria toxica si se consumiera en grandes cantidades. ya que la
toxicidad se manifiesta cuando la concentracion de cianuros esta por arriba de
100 ppm.

v' Se determiné la cantidad de proteinas en la muestra la cual es de
5.02 %

v Aplicando la técnica de DNS se cuantificaron los azucares
reductores, con tal fin se preparé una curva patrén. Esta técnica puede ser
incorporada como un experimento para la quimica asignatura de quimica

organica lll (1521), dentro del tema “Carbohidratos”
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v" Los resultados obtenidos por medio de absorcion atémica, indican la
presencia de calcio, potasio y magnesio. Por esto y dada la baja cantidad de
glucoésidos cianogénicos, se puede sugerir su empleo como complemento

alimenticio para algunos animales.

v’ Este trabajo presenta una aportacion al conocimiento del nispero
Eriobotrya japoénica, que es un producto natural de consumo en la vida
cotidiana y especificamente un componente de la planta; la semilla de la cual

no se conoce una aplicacion.
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