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INTRODUCCION

EL deddo fltico se encuentra distribuido en una amplia va
niedad de semiflas en una proponciln nelativamente alta, por ¢
jemplo en trigo el §6sfono de fitina {fc. {itico sal de ca*? Y
Mg+2 generalmente) se estima en un 72% del §68 foro total del -
grano (16) y hay evidencia expenimental de que el dcdido fitico
podria sen una reserva vegetal de §68§oro inonglnico (59) que
4e acumula antes de La jenminacidn Yy postenionrmente se obsenva
un aumento en fa actividad de Las fitasas durante La Epoca de
La genminacibn.

Esta nesenva no es disponible para humanos ni para orga--
nismos monogdstnicos debido a La carencia de enzimas adecuadas
para Libenan el {6sfono de este compuesto. Ademfs de que no -
puede sen utilizado; su presencia en el intestino entorpece fLa

absoncibn de Lones divalentes Yy trhivalentes como Ca+2, MgJ'2

Fe+3

, 8 un hecho comprobado que el &cido §itico aumente Los -
nequerimientos normales de Mg+2 en pollos (20) mbs aun se ha -
expenrimentado su uso como resina interncambiadora de Lones como
porn efemplo fijando Lones Fe III (21).

Es dmpontante hacen notar que 54 fuese factible hacenle -
hidn6lis4is como Becker y colaboradones comprueban en su experi
mento (12) el cual consiste en Lo siguiente: efectlan una auts
Lis4is basada en La Libernacibn de Ras enz.imas propias de La se-

milla que en este caso es frifol de La variedad pinto; por me-

dio de La molienda y despubs se hace una, L{ncubacibn con s0fLu--



ciones neguladoras que tienen diferente pH obteniendo por con-
clusibn que existe un mdximo de autblisis en un pH cercano a -
5.3, esta autblisis §ué calcubada indirectamente a partin de -
La determinacibn de un aumento en Las concentraciones de Lnosi

Lol y de {08 fato inorglnico.

Fig. # 1
mol %
Acido gLtico mot 8
Inositol
Fe L AR T e
Acddo 6[t£éo calculado Concentracibn de Lnosi
a partin def aumento 2ol diferente pH.

de Linositol Yy §64 fo~
no Lnorgdnico .

Por otra parte Kon y colaboradores (42) disefian una 4endie
de tratamientos en Los que manipulan Las sigudientes varniables:
pH, Ziempo de cocido, temperatura de cocido, y todo esto con--
juntamente con La adicibn de fitasa de thigo, estos Linvestiga-
dones LLegan a La conclusibn de que es posible a parntin de una
dustancdia totafmente Linaprovechable conseguin una fuente de -
§64 foro inorglnico que podrfa tenen importancia, no obstante -
queda implfcito en esta investigacibn que el trabajo por hacex

es todavla muy amplio, 84 se deseara aprovechar La mayor parte



de Este {64 fono por ahora no didponible y es una sugerencia de
estos Anvestigadores que se continue con La Lidea de diseiian -
mds tratamientos que resultardn ginalmente en un rendimiento -
alto de §64foro inonglnico. De acuerdo con Lo antes menciona-
do se cnee convendiente el estudiar con més detenimiento Las pu
blicaciones que Zratan def problLema de La Liberacibn del §65 0
no Lnongldnico del dcido §iltico.

Las expeniencdias de Kon (42) son una de Las que mayor cla
ndidad dan al nespectopues el ntmero de variables con que hace-
du expenrdencda y La forma en que Las combina presentan un pano
rnama amplio con muchas posibilidades sobre el punto. Se des--
endbind a continuacibn estas, con objeto de forman una idea -
mds clara acenca de La complejidad def problLema para Lo cual -
neproducinemos en primen ténmino La tabla 1 con La secuencia -

de trhatamientos.

Tabfa # 1
Muestra nim. pH tratamiento Tabfa 1 Znatamiento
1 L 1 C B -
2 Sl d E 1 (4 B
3 52 € B Ji -
4 Ll (& B E 1
5 Ll B C 1 -
6 5.2 B e E I
7 5.2 B t I [
§ 5.2 - - - -
9 3.5 B 1 € -
10 G b B & 1 (i




I = Incubar a 55°C por 20 honras.
= Mezclan,

Cocen pon dos honas.

™ o >
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Adicionan fitasa de genmen de thigo 1,2%.

Despubs de estos tratamientos Las muestras fueron centri
fugadas y el sobrenadante fué analizado bara peso seco, nitrf
geno, azlicares totales, §6sfono total, {6sforo inorgdnico y

varios azlcanres incluyendo inositol.

Tabla * 2

Muestrna % peso Azlcares Nitnbgeno P total P Inorgdnico

seco toﬁzf_u (mg %) mg$%) (mg %)
1 16.5 4.2 740 280 200
2 16.2 3.9 740 300 230
3 15.6 I 4 640 250 60
4 16.7 3.6 530 270 150
5 18.7 3.2 620 240 70
6 37.8 12.5 780 290 180
7 15.1 3.9 740 240 180
§ 15.6 4.4 740 270 250
9 19.0 4.4 8§80 230 130
10 17.0 4.4 870 260 190

EL grado a que el fitato §ué degradado por La enzima na-
tiva y adicionada §ué detectado examinando el incremento de -
Anositol y §64sforo Linorgdnico siguiendo cada tratamiento. Hay
una diferencia muy pequeiia entre el §64fono total contenido -

de Los extractos, sobre el promedio de alrededor de 65% delf -
i



§6sfono total presente en el frijol que puede sen extrafdo ba
jo Las condiciones de este expendimento.

Las cantidades de §6sforo inongdnico e inositol Libre -
presentes varian con el thatamiento.

La tabla 3 muestra Los incrementos de §658 foro inonglnico
(PL) e 4inositol como resultado de Los trhatamientos individua-

Les usando 3 y 5 como control.

Tabla # 3

Mues tra Inositol P4
1 90 140
2 80 170
3 = e
4 - 90
5 - ;.
6 - 120
7 70 120
& 120 190
9 30 70
10 20 130

La §itasa de gemrmen de trigo usada no hidroliza Los seis
§os fatos del fitato solo cinco para producin inositol mono o4
fato €ste puede sen observado en Los tratamientos 4 Yy 6 que -
contienen La enzima adicionada peno que fueron incubados des-
pués de henvidos, el inositol Ribre no aument$ pero el PL &4,

La muestra 6 con sus paredes celfulanes notas Yy consecuen
temente mds acceso de La enzima adicionada muestra valonres -

mds altos de PL que La muestra 4 con sus cELulas intactas.



En frnijoles enternocs sin cocinar (muestras 1 y 2) La adi-
cibn de fitasa de gemnmen de trnigo produce mds PL pero no mds-
Ainositod.

Este no es el caso de Las muestras 7 y & donde el contac
to mds intimo de Los constituyentes celulanes debido a Las cé
Lulas notas, penmite una mayor accibn de La fosfatasa de fri-
fol sobre el inositol monogosfato producido porn La fitasa de
trigo. La incubacibn de §rnijol macerado o entero bajo fas -
condiciones de este experimento neduce el titato presente me-
dido porn el incremento del Pi e inositol y La fitasa de gen--
men de trnigo incrementado esta hidn6lisis por Lo menos en -
15%.

EL hecho de ponen Ros alimentos en condiciones que peamd
tan a Las enzimas efectuar cambios para hacenlos més acepta--
bles han sido practicadas ponr el hombre hace A4gL0os, no obs--
tante no entendemos todas Las nazones o mecanismos involucha-
dos en tales procesos.

La maduracibn es un excelente ejemplo en que se producen
cambios deseables en Lcs niveles de azlicares.

Los nesultados de este trabajo sugienen La posibilidad -
de un esquema de tratamientos que podrfan ftrans formar compo--
nentes no deseables de frnifol en componentes disponibles nu--
trhiclonalmente y tenern un producto més aceptable.

EL problLema nestantees formidable, ya que se requiere un

]



nlmero extenso de datos sobre La ingluencia de un ntmeno de -
variables sobre Las actividades de Las diferentes enzimas in-
volucradas (42).

Por Lo que respecta a su papel f{isiolLbgico Los autones -
no se ponen de acuerdo por ejemplo, Los autores japonesesd Asa
da y Kasai (10) tratan del problema con el §in de encontrar -
el papel del mio-inositol durante el proceso de maduracibn de
Los granos de arroz es decin, como es su distnibucibn, forma-
eibn y convernsibn LLegando a Los siguientes nesultados.

a) Para estudian La formacibn de <inositol se utilizaron
azlicares marcados con 74C encontrdndose que: EL contenido de
mio-4inositol en diferentes partes de La planta de granos de -
arroz durante el perfodo de maduracibn se muedtran en La ta--

bla #4 junto con Los de Levadura y Chlorella eflipsoulea.

Tabla # 4
Eucnte mLo-Lnositol mio-Lnositol Fos §o Total
Libre f0s fatos Anositol
granos de arnoz 0,97 2,62 0.091 3.68
al 10° dia des-
pubs de La flo- (26.4) (71.7) {35 (100)
hacibn (a)
granos de arnrnoz 0.58 15,3 0.52 16,40
en maduracin
(b) (3.5) (93.3) {32} (100)
Chlonella (c) 0.4 12,7 1.48 14,58
(2,7) : (87.2) (10.1) (100)
Levadura (d) 0.33 <62 0.041 .99

(33, 3) (62.6) (4.7) 100%




Los valores entrne parbntesis proporcionan Los valonres de mio-

Anositol en %
a) michomoles
b) micromoles
c) micromoles

d) micromoles

de
de
de
de
de

Los estados nespectivos.
mLo-Lnoditol/100 granos (peso fresco=2.26g)
mLo-4£nositol/100 granos (peso fresco=3,13g)
mio-4inositol/g de Chlorella.

mLo-Linositol/g peso seco de Levadura comercial

Como se puede observar en Las primenas etapas de La madu

racibn se encuentra una considenable graceibn de inositol Li--

bre; misma que se ve trans formada en g§raceibn fosfato al t€4m£

no de este penfodo. Y como se puede ver en La figura 2 el ni--

vel de mio-inositol aumenta hasta £LLegar a un méximo el 14 dia

después de La

BN
o

g§Loracibn.

f/'9uro 4 2

m mio-inositel fosfato
[ . mio-inositol libre




Estos datos confirman que el contenido de §68fono del -
deddo fitico de Los granos de annoz se incrementa hasta el dia
25 después de La §Loracibn. Entonces es de Suponense que de el
dfa 14 af 25 despubs de La fLoracibn el cual connesponde a ALa
mitad de La etapa de maduracibn es cuando ccurre fa §0s forila-
cibn del mio-inositol.

Tambi€n encontramos que La biosintesis del mio-inositol-
en Los granos de arnoz, durante fa maduracibn se confinmé pon
medio de expenimentos con 14C que se Lncorporb a mio-inostitol

He Yy tambiln se encontrb en un expenimen

de azlcares marcados
Lo con Lnositol 3H que el inositol no sufre otras reacciones -
digenentes de La fo0s fonilacibn.

AL mismo en otno expernimento en que de adminisiné gluco
4a 1 fosfato marcada con SZP mosiné que el patrbn de distribu-

32? en diferentes fracciones del grano gué el mismo, -

3

cLbn de
como el de ZP de fosfato indicando que el fcido §ftico es uno
de Los productos fginales del metabolismo de §64 foro en La etaw
pa de maduracibn. Estos resulitados podrian LLevan a La Suposi-
cibn de que el mio-inositol puede actuar como acepton de P pa-
ra quitanlo en favor de La sintesis de almidén por La §08fonri-
Lasa no obstante esta (Ltima afirmacibn no queda muy bien fun-
dada debido a que no se conoce bien el mecanismo quevza expli-
cara.

S.G.Wilkiams (83) expone que Los thes papeles §L840L6g 4~

cos sugenidos para el dcido 4itico podnign den:



a) Afmacenador de 464 4onro (34)

b) Un afmacenadon de enengfa (75) y (54)

¢) Su ndpida sintesis crece de La madurez nepresdenta un gasto
de ATP en el que el metabolismo de La semilla es inhibido
Yy La Latencia asegurada (71).

EL primen papel ha sido descubiento también pon Hall y -
Hodges (34) desde que el dcido §itico contribuye en una ghran
proporcibn del §64fono presente en el grano de tnigo maduro -
Asada y Kasai (10) y es <indudable que este compuesto se hidro
Liza durante Los primenos dias de La germinacibn para produ--
edn fosfato inorglnico (4), el papel de este compuesto es pues
proveer a La planta en checimiento con un suministro de §04 40
o Lnorgdnico y en este tiempo no puede sen duspendido. La -
cuestibn real es mds bien 84 el fedido §itico desdarnolla otno
papel adicional asi que enfocaremos nuedtra atencibn a estas
posibilidades,

EL potencial de transferin grupos f§osforil de deido 4L
co (8) nos LLeva a La sugerencia de Monton & Raisen (54) que
dice que el deido f§itico estd invoLucrado ecn sintesis de pro
telnas en el endospermo de trigo y también como han sugenrido
Biswas (14) que el fcido gitico puede proveex enengia para su
almacenamiento y su posterion utilizacibn durante el desarno-
Lo de La semilla en Los comienzos de La germinacibn. Los he

sultados de este investigadon muestran sin embargo que no hay



un nivel significativo de fcido §Ltico en el endospermo en a-
cuerndo con Los nesultados de Rijven (63). Esta conclusibn no
¢4 congruente con el trabajo de Monton y Raisen, ya que el -
dedido §Ltico puede estan presente en La preparacibn pero pro-
bablemente debido a La contaminacibn del endospenmo con ghanos
de La capa de afeurona. Este tejido puede sen fdcilmente da-
fiado durante el proceso y entonces obtener asf una cantidad -
considerable de granos de aleurona en el endospenmo.

La sugerencia de Biswas y Biswas dmplica que La enzima -
nesponsable de La utilizacibn de fa enengfa contenida en el -
dedido gltico durante La germinacibn tendria que estan presen-
te en La semilla madura por Lo que se requendinfa enengfa para
La sintesis de novo del &cido §itico.

La enzima fitasa que puede Aea.puniéicada de 2La semilla-
madura y que es responsable por La degradacibn del dcido §Lt4L
co durante Los primeros dias de La genminacdibn, tiene 4in em-
bargo todas fLas caractenisticas de una §0s fomonoesteranasa no
especlfdica (55). Si esta enzima cataliza neacciones Ligada -

con ATP del tipo.

Acido g§ltico —— Inositol penta §os fato :::;% Tnositol trheta §osfato

[ 7
ADP  ATP ADP  ATP

Entonces se puede esperar que el fosfato Lnongdnico se pue

da intencambiar con el ATP.



No hay evidencia suficiente pana postular propiedades de §os-
fotrans ferasa en La fitasa y estas propiedades no fueron ob--
servadas ni con La enzima purnificada o el extracto crudo de -
salvado.

Entonces no hay evidencia substancial para apoyar La hi--
pbtesis de que La fitina aponta enengfa durante el proceso de
genminacdibn de La semilla, por el contrario trabajos necien--
IZZA han mostrado que La nespiracibn en trhigo (grano) empieza

muy Zemprano.

Figura # 3
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Figura 3. Valores para La concentracibn molan de ATP -
(O) en £a fraccibn de aleurona (A) Yy La fraccibn el embribn-
mds escutelo (E+S) del grano normal que fue caleulado divi---
diendo el contenido de ATP de estas fracciones por el nrespec-
to contendido de humedad y graficado contra et Ziempo despubs-
de La salida de £a §Lor masculina.

La velocidad nelativa de cambio en el 4658 foro de AF P4 -
con nespecto al T (d Pi/dt) para esta graccibn Lg ualmente es
graficada asi (@),

Esta guncibn es deteaminada graficamente en un punto de
P contra el Ziempo para estos tejidos durante La geaminacidn
Yy fusto antes de que se hidrnolicen cantidades imporntantes de
deddo §itico (56) esto es Ancongruente, entonces con que fLa -
energla almacenada se nequiera en este pertodo.

S4 ek postulado (c) de SobolLev es ciernto entonces el ni-
vel de ATP debenfa caer substancialmente cuando el nivel de -
deddo §Litico aumenta. De hecho Los nesultados presentados en
La f4igura muestran que esto no es asfl porque La concentha-
edibn de ATP no caé a nivel bajos hasta aproximadamente 7 dias
despubs de que se alcanza La méxima hapdidez de formacibn del
deido gitico §4igunra no obstante en grano de arnoz (14) Yy en
tublrculos de papa (66) se produce un fuente Lncremento en La
concentracibn de deido §itico poco antes de La madunez que su
gdene La produccibn de fecido fLtico esta asociada con La La--

tencia.



Una comparacibn de La figura 6a con La f4g una 6b mues--
tha que La mdxima velocidad de acumulacibn de Geido §itico -
en la aleurona del grano nommal ocurre (28 dfas) en tanto que
el grano estrnesado ocurne a Los 25 dias. Se puede sugenin -
que La sintesis prematura del dcido §Litico es pante de La --
reacctbn a el estres ambiental y se heglefa por un mecanismo-
por el cual La sfntesis de deido §itico tieme una parte en La
disminucibn de el metaboiLAmo previa a La Ratencia. Los ne-
sultados descrnitos aqul indican que La nemocién del pool de =
ATP no es el mecanismo para tal neaccibn. Un mecanismo alten
nativo, es que La sintesis de el fuerte quelatante de fcido -
fitico (60) produce un efecto en ef metabolismo celulfan por -
combinacibn con cationes multivalentes (69) que son conocidos
que juegan un papel significativo en muchos procesos celula--
nes particularmente aquellos que Linvolucran $04 fotrans ferasas
de £as cuales depende La enengbtica de el metabolismo (19).
También podrfamos citar Los ejemplos mhs necientes de 1977 en
La que <investigadores se acupan del dcido fitico La gitasa y
de La hidrb6Ris4is con Las propias enzimas (autblisis) o bien -
usando microorganismos.

AsL Lokas y Markakis aislan §itasa con CaCt, at 2% y Xa
caractenizan (44) Schwimmer y Burr (70) autolizan La §itina -
también en Phaseolous vulgaris y Sudarmadii y Markakis (74) -

hidrolizan una tencera parte del f{itato con michoorganismos -

1



basados en el procedimiento de elaboracibn de un plato tradi-
cional tailandes LLamado Thempe.

Como puede observarse divernsos autores aun no pueden --
asignar un papel Limportante a el dcido {Ltico pero su aumento
previo a La Latencia y su disminucibn en Los primenos difas -
de La genminacibn implLica que debe tener una impontancia ade-
mds de que nepresenta alrededon de el 70% del §6sf§ono total -
del gnrano maduro por esta razbn ademds del hecho de que es po
44ible utitizarlo como fuente de §6sforo inonglnico hacen heco

mendable su estudio.



GENERALIDADES

EL dcido §Ltico conocido también como &cido Linositol he-
xafos §6rico o bién 1,2,3,4,5,6, ciclo hexano hexagos fonico cu
ya estructura fu€ eluciclada por Los trabajos de Andenson (4)
Yy fu€ sintetizada un poco m&s tanrde por Posternak (60) basdn-
dose en La esternificacibn del &ecido orntogosfbrico (H3P04) con
el mio-inositol aleanzando un nendimiento de apenas ef 8%. De.
bido a La formacibn dehomologos infeniones del feido §Ltico a

continuacibn estructura, composicibn Yy algunas propiedades.

oM oH Po;® Pos*
-2
PCs
OH OH >
Ry
-2
H oM Po;
mio-inositol dcido fitico

Las proporciones que guardan el C,H,P y 0 elementos que-
forman parnte de este son nespectivamente C=10,92% H=2,75% -
P=28.16% y 0-58.18% &su peso molecular es 660.08 en seguida

anotamos fLas so0lubilidades



SOLUBILIDAD
" SOLUENTE soL POCO SOL INSOL

HZO +
ELOH-EZ,0 +
ETOH abs-M,0H +
ezzo +

< :
CH CL,

Comunmente se obtienen del fLicon de mafz (76) y (11) sus

: y Fe+3 comunmente obtenidos por el procesamien-

sales de Ca’
to def malfz tienen el aspecto de un polvo gnris siendo escasa-
mente so0fubles en agua y Acidos minerales.

¢ y Mg+2 tienen el nombre tribial de §i-

Las sales de Ca’
tina y su §6rmula es CasMg (C6H2024P6.3 H 0) se obtienen de -
una gran variedad de granos y semiflas; el jugo de papa y del
Licon de mafz son buenas fuentes (11), (80), (37) y (84). Es
impontante hacer notar que junto con ef deido 6£téco.en forma
de sus sales de sodio, calcio, magneaio y potasio tambibn 4&e

han encontrado compuestos de mio-inositol con menos de seis -

grupos gosfato en pequefias cantidades enjtaé semiflas Los pri



meros trabajos que detectaron estos compuestos durante La ex-
traceibn seguramente debido a La accibn de fa fitasa., Ponr e-
jempfy s¢ han encontrado en pequeiiad cantidades en arnroz atma
cenado no siendo asdl en arnoz durante La geaminacibn también
han sido determinadas en semillas de girasol, maiz, cebada vy
trhigo cuando Las semiflas han sido secadas con ainre fonzado y
temperatura antes del andlisis se ha encontrado que Los LIpi-
dos de La planta tienen mio-inositol 404 fato.

la §itasa (enzima que degrada el dcido §Ltico en inosi--

Lol + PL) hasta inositol mono fosfato ha sido encontrada en

REACCION

v i
Po, Pog?

f/‘{os aq

POt POt
semillas donde hay fitato negistnfndose que su activédad‘
e baja en Los estudios previos de La genminacibn encontrlndo
4e que su actividad aumenta durante La germinacibn Yy que esta
4e ve afectada por La gibernelina y el Pi La fitasa produce -
por hidn6lisis de fcido §itico mono,di,trni y tetra §osfatos -
que don separables por cromatogragfa de intercambio ibnico.
N.C. Mandal y B.B. Biswas (50) observan que el dcido §£-

tico se degrada durante La genminacibn de frijoles de La va--



niedad "Phaseolos Aureus" encontrando que edta degradacibn es
ta asocdiada con un Lncremento en La actividad de Las enzimas-
~en cotiledon. En tanto que en embribn diferenciado el incre-
mento comparativo de esta actividad es muy bafjo atraves de --
Los penfodos de tiempo esdtudiados, La fitasa aparece en el co
Liledon durante La geaminacibn no obstante no parece encon---
thanse actividad. Observan también que La ciclo heximida es-
un inhibidor de ka fitasa ya que presente en concentraciones-
de 107 %M Ainhibe La aparicibn de La §itasa en un 61% aproxima-
damente durante Las 24 y 48honas posteniones al inicio de La-
genminacibn.

Esta fitasa incrementa su dependencia de La sintesis de-
RNA nuevo en el cotifedion, pero no fué detectada sintesis de
DNA en el cotiledbn durante La geaminacibn.

Estas observaciones pueden establecen que el {6sfono dek
f<tato es movilizado en Las semillas Y que du movilizacdibn 44

gue de cerca a La germinacibn.

FITASAS

La f§itasa es una de Las enzimas descrnita por Suzuki y co
Laboradores (75) como una enzima que Libera el {64 fono inongd
nico de compuesdtos orgdnicos Y e dijo de ella que estaba am-
pliamente difundida en tejidos vegetables y animales.

En Los granos de cereales una parte considerable de el -



{68 fono presente se encuentra bajo La forma de fitato -
principal (16) esto hace nazonable dugendin que La funcibn de
Lu filasa ¢4 proveer de §64fono inonglnico a La pLanta duran-
te Las primenras etapas de La genminacibn a parntin de fitato -
ademds Gini & Sneenvoion (1938) (32) demostraron que La ponr--
cibn de §68f0on0 inorgdnico auments durante La gemminacibn en
La semilla de trigo, avena, malz y arhoz. Siendo tambibn una
observacibn que La actividad de La fitasa aumenta durante La-
germinacibn. También Esserny en (1951) (29) encontrb que La -
actividad de La fitasa sufrnia un Lincremento durante La gemmi-
nacibn de granos de cebada con La consecuente disminucién de
§65 foro de fitato que en este caso fué nelativamente pequeiia-
y dudosa nespecto a La validez que puede tener La concepcibn-
simpligicada de La funcibn de La fitasa antes mencionada.

En 1952 F.G. Peens (59) desarnolfla una sernie de expend--
mentos con el fin de caracterizar Ra fitasa de thigo, utili--
zando como sustrato de La enzima gitina comencial (f§itato de
s0dio) y preparando §itasa parcialmente purdificada a partin -
de harina de trigo y también un extracto de harina de inigo y
tambifn un extracto de harnina sin purdfican.

La curva de pH obtenida que neproducimos a continuacin-
en La fig. 4 usada para establecer La relacibn entre ef pH gy

La actividad.
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Encontrb fambién que La Lnactivacibn ténmica de La enzi-
ma en s0flucibn (705 unidades/mL) que §ué investigada de 40-70°
C difi como nesultado que Lusd Lemperaturas de 55 y 65°C eran -
adecuadas para observar La hrapidez de 4inactivacibn (52).

En 1971 Mandaf, Buwwman y Biswas (50) Logran aislarn y pu-
nificar La fitasa de frifol varniedad de Phaseolous Aureus. AL
guna de Las observaciones de estos investigadores se presen--
tan a continuacibn:

Es posible afinman que La fitasa es estable a pH=7.0 y
T=0°C s4n que sea necesario congelarn; &4 bien congelar y des-
congelan produce una baja en La actividad de La enzima. Ponr
Lo que nespecta a pH 6ptimo nreportan que en buffer Trisfeido-
mafeato-s0sa La fitasa de frijol exhibe una actividad médxima-
a un pH de 7.5, mientras que La §osfatasa presente en La pre-
paracibn de gitasa fuvo un pH 6ptimo de 6.0,

En tanto el efecto de La temperatura {ué determinado pon
Lincubacibn a diferentes tempenqtuﬂab durante una hora. Se mi'
di6 tambibn La Liberacibn de {6sforo por fitasa nesultando -
que cuando La temperatuna fué elevada por sobre 57° disminuyb
ndpdidamente mostrando solLamente un tercio de La actividad que
a 57°C cuando La temperatura fué de 65°C.

Se encontnf también que utilizando diferentes concenthra-
ctones de sustrato a un pH=7.5 con 25 microgramos de protel-
na a 37° y 57°C. EL valor calculado para Km de La ecuacibn -

3

de necfprocos gué de 0.65 x 10°° M a 37°C, cuando La enzima -



tienen como sustrato homb6logos inferiones del fcido fLtico se

observan diferentes valones de Km como se observa en La tabla

o
Tabla # 5
Sus trato V max. (M mot Pi/mg) Km(M x 1073)
16P 44.4 0.65
15p 68. 3 0.29
14P 8§, 4 0.24
13p §8. 4 0.24
12p £8. 0 0.20

AsL mismo se encontnb que el §osfato inorgénico es un -
inhibidon de fLa fitasa asi como tambibn Lo es de La fos fatasa,
este efecto fuf medido con diferentes cantidades de §os fato, -

este expendimento es descrito por La grdfica en La figura 5.

»



Figura # 5
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Efecto de- fosfato inongdnico sobnre £a actividad de La ¢4
tasa -0- s4in Pi; -0- michomoles Pi/mfL y -x- 2 micromoles Pi/mi
Es impontante hacer notan que cuando se incubadcido (L4

3ZP junto con La enzima, se encuentra a dife--

co marcado con
nentes tiempos La prescencia de homblogos de €ste y en el mis
mo expenimento se detectl un Lincremento en La radiactividad -

de el fo0sfato inongénico Liberado no obstante el fcido fLtico
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no desaparece de La so0lucibn s4ino hasta 150 minutos despuls -
de La {incubacibn y tambibn es Amportante notar el 15P apahece
en menon cantidad durante Los perfodos de incubacién aun en -
30 minutos todos Los homblogos inferiornes han sido determina-
dos; el nivel de I3P decrece ndpidamente en tanto que el de -
I;P Lo hace Lentamente; el nivel de I,P permanece casdi inalte
rado, y el de IMP aumenta.

Por Lo que nespecta al comportamiento bajo electnrofore--
444 sobne gel de poliacnikamida este muestra dos bandas La ma
yor cornespondiente a La fitasa y La menor a f04 gatasa y pALro
§04 fatasa. Posteriormente Maiti Lahini Majumen & Biswas -
(48) detemminaron con mayor exactitud La forma de accibn de
La fitasa en Phaseolfus aureus.

La §itasa aislada en este experimento es provendiente de
cotiledbn de frijol durante La gemminacibn La cual tuvo un -
pH Gptimo 7.5.

También encontraron que La gitasa aislada de otras fuen-
tes es activa a pH deddo,sin embargo La §itasa inducida en Ba
ciLLos Subtilis mostné temer un pH 6ptimo en 7. Recientemen-
Ze La fitasa F, aistada de salvado de trigo (43) mostré un pH
bptimo a 7.2 se obsenva también que fLa gitasa purd ficada par-
cialmente se encuentra invariablLemente asociado con §os fatasa
Y pLrofosfatasa de diferentes fuentes Yy que el pH Gptimo se -
ve afectado ponr estas enzimas con objeto de distinguin esta -
preparacibn se rnealizé una purd ficacibn extendiva por medio -

de giltracibn en biogel, poliachilamida, electhofonesis de -



gel ADS y panrece sen que La enzima estd formada por subunida
des de peso molecular 158,00,

SolLamente TomlLimson & Ballou (77) neportaron una puri-
ficacibn parcial de gitasa.

La forma de accibn de esta fitasa fué estudiada desde -
varios puntos de vista especialmente pon medio de La prepara
cibn de deddo §itico marcado usando sustratos apropiados de
La enzima f§o0s foinositol Kinasa (48),

Se ha observado que La degradacibn del §itato es un pro
ces0 en pasos, y empieza ponr La posicibn 6 siguiendo con La
5, La 4, La 1 y Ra 3 6 bien 1 y 4.

Estos son Los pasos de La degradacibn:

2 1P + P4 1,2,3,4, 1P, + PL4— 1,2,3,4,5,TP +Pié— 1,P + Fitasa
T
1,2,1P+Pu~1,z,3,'{1>3+u 2,3,4,1P 5#PL—d 24T +P,— 2TP+PL

Esto fle determinado s4in toman en cuenta La con figuracibn
Dy L; estas obsenvaciones denotan cienta difenencia con £La
fitasa de trnigo de F.G. Peens (59) y La de salvado de trnigo
(43).

A su vez Matheson & Strnother exponen que en el trigo -
(52) durante La gemminacibn cuando Las semillas son tratadas
con HC£O4 procedimiento que tiene Las cualidades de sen rnlépL

do, Anactivar Las fitasdas y no nompen Las uniones Estern del



inosditol con Los fosfatos, La hidrnélisis del fitato porn fita-
4a no produce ningln intermediarioc en concentracibn significa
tiva durante La hidn6lisis del deido §Ltico para producin ino
s4%ol y fosfato Lnongdnico. Esto esta en contraste con La -
hidn6lisis que se efectla usando cantidades demefantes de §4-
tato soluble y fitasa aislada.

“La cantidad de mio-4nositol monofos fato que detectd fué-
menor de 0.1 micromoles/g de peso seco en semillas de trnigo -
durante La gemrminacibn (primeras etapas). En esto se noté -
que La actividad de La §itasa era tan baja que no se detecta-
ba reduccibn en La concentracibn de titato despubs de 48 ho--
has de La imbibicibn.

La intenrpretacién de La significancia de concentraciones
de fosfatos de inositol por debajo de este nivel en thigo se-~
nd tan diglcil como Loghan obtener valores finitos para La ve
Locddad de inactivacibn pon exprimido en un medio desnaturali
zante. Una nazén para La pérdida de 6stenes fosfatos mds ba-
jos senfa La baja so0lubilidad de La sal de gitato mezelado -~
LLevando a una so0lucibn baja en concentracibn de fitato rnela-
LLvo a fitasa, s4in embargo en este caso hidrnblisis del fitato
de caledo indica que Las semillas existe una sifuacién mas -
compleja y probablemente involucrada La estructura de globoi-
des de fitato.

Supondendo que Los Estenes fosfato intermediarios no son
utitizados como tales entonces una consecuencia de su ausen--

cia es un suministro continuo de §os gato y de mio-Ainositol -



disponible.

La proporcibn constante de PLi en semillas frescas indica
que este nivel es controlado. EL fosdato inonrgfinico como ya
4¢ ha encontrado reduce La proporcibn de f{tasa en embriones
de trnigo aislados en La gemminacién temprana s4n afectar
othos procesos (49).

Los Lones fosfato s0Lo 4inhiben preparaciones de fitasa
(79) y (73). EL control de La {itasa 4erfa més simple 8.4 50
Lo se produjera dos compuestos el inositol y el PL en concen
thaciones signdficativas.

EL mio-inositol Liberado en hidnblisis es utilizado inten
samente y La pérdida por Lixiviacibn es muy pequeiia (64). La

marca de D-glucosa uniformemente marcada con C14 es también -

incorporada.
14

La distnibucibn de La marca delf mio-inositol UC mues--

trha una Lincorporacibn a La graccibn de pectina, de hemicelulo
da y celulosa como ha sido descrito por Loewus (45) La marca-

kg C es tambibn Lncorporado, el mio-inositol e

de D-glucosa U
intensamente convertido a COZ e Lncorporado a otras fraccio
nes en forma similar que La D-glucosa Lo cual <indica que pue
de sen ndpidamente utilfizado por La semilla de trigo probable
mente despubs de La conversibn a pentosa (45). :

La distribucibn de La marca de mio-inositol y D-glucosa-
difiene en dos fracciones, La fraccibn Lipidica despubs de hi

dn6lis4is y nemocibn de todos Lo productos excepto mio-Lnosi-

Lok



La enzima que cicliza D-gluccda 6 fosfato ha sido aisla
da de dos plantas Phaseolus vulgaris y Sinapis alba (18). Las
sfntesis de fosfatos de 4inositol en animales involucra reac
ciones mio-Lnositol Libre con un glicerno nucleotido. Las se
millas de trnigo de tres a cuatro dfas no convienten La D-glu-
coda a mio-Anositol. Esto puede sen por La carecnia de La D-
glucosa 6 fosfato ciclasda o su Lnhibicibn y se sugierne un po-
s4ible papel para el Linositol que es uno de Ros productos del-

de nuptura de La fitasa en el trigo durante La gemnminacibn.



METODO0S DE DETERMINACION

EL método mds aceptado generalmente para La determina---
cibn de dcdido gltico (Lnositol hexafosforico), era el Heubnen
y Stadlen 1914 (38) fuf subsecuentemente aplicada a productos
de plantas e ingredientes porn otros trabajadones (Rather, -~
1917, Anbens, 1922, Avernilf and King

Siendo Rathen quien descubnib6 que su exactitud no era a-
gectada pon substancias diferentes de dcido fLtico en extrac
tos de plantas. Este método involucha La titulacibn del Aci- °
do §ftico en s0Lucibn de HCEL al 0.6% con una s0fLucibn de Fe -
Ctg (0.5-2.0mgFe/mL) de concentracibn conocida en HCL 0.6% se
uso el tiocianato de amonio como Lndicador Lnterno.

Heubnen y Stadlen consideraron que el punto final es al-
canzado cuando se obtiene un color nosa claro que persiste -
por 5 minutos.

Una desventaja de E€ste método es que el punto final de -
La titulacibn no es claro debido a La prescencia del fitato -
§érnico en forma de precipitado coloidal que se forma durante
La titulacibn., Se hicienon varnios intentos para salvarn esta
dificultad (Knowels and Walging) [1932) (41) y poco despubs -
Andrews and Bailey (1933) (5) no obstante el método mds satis
gfactondio fu€ ideado por Harrnis y Mashen (1934) (36) que titu-
Lanon hasta nebasar ef punto ginal de La titulacibn y despuls
filtraron y con La postenion cuantificacibn colonimbtrica de

el FeCt3 en exceso se efectuaba esta determinacibn.
E 1



EL dcdido §Ltico es detemminado en materniales biolbgicos-
por extracceddn con fcdido clorhidrico diluldo desarnollando La
titulacibn posieniormente sobre el extracto pero tienen el 4im
pedimiento bastante senio de no sen aplicable a mateniales -
que produzcan en extracto colordido.

Expendimentos de Lestie Young (84) indican que el fcido -
fitico es parcialmente absonbido por substancias como Novite,
canbbn activado tienrna de diatomeas y alumina por Lo cual ALa
decoloracibn de Los exthactos por tales absonrbentes no puede-
sen empleada antes de La titulacibn se encontrb ademds que -
Las s0Luciones de FeCt3 en HCZZN/é no producen precipitado a
temperatura ambiente con soluclones muy diluldo de deido L4
co de dcido f§itico en HCLN/é6 s4in embargo cuando se calentaba-
a 100°C se obtenia un precipitado f§fcilmente separable pon -
centrifugacibn o filtracibn mbs aun bajo condiciones adecua--
das fué posible descomponern cuantitativamente el precipitado-
con NaOH en Fa(OH)3 Yy fitato de sodio,

Por medio de centni{ugacé&n es posdible trabajarn con pe--
queiias cantidades de dcido g§i{tico y con objeto de tomar en -
cuenta este hecho se desarnollo en micro método para La deten
minacibn de dcido f§itico para determinar arniba de 2 mg de &-
cido g§ftico expresado como P inorgdnico.

La determinacibn colonimétrica de fcido fLftico. Este mé
todo difiene de Los antenionres principalmente en:

1.- Se agrega una cantidad §ifa de FeC£3 a La so0lucibn que se

nd analizada.



2.- EL {itato f§€rnico es precipitado a 100°C.
3.- La precipitacibn desarrnollada en HCEN/6.

3

. * : .
4.- Los 4ones Fe' ” en exceso son determinados usando colorime

trho porn el método de tiocianato.

CONDICIONES PARA LA PRECIPITACION

La precipitacibn es hecha en tubos de ebullicibn calenta
dos en baito de agua sobre gradillas algunos experimentos pro-
baron que una s0fLucibn con 2.5 mg de Fe+3 en 5 m€ de HCE 1.0N
es adecuada para La paecipitaciqn de cantidades de feido §Lt4i
co por encima de Z mg (expresado como P) en una s0fLucibn neu-

tha o Ligernamente dcida de 25 mi.

La Determinacibn def Exceso de Fe+3.

EL método colonimétrico de el tiocianato parece sern el -
mds adecuado para La determinacibn de el exceso de iones Fe+3
Yy Brouckene and GifLet (18) demostraron que este procedimien-
to puede sen aplicado con precisibn a soluciones que tienen -
HCL por encima de La concentracibn. La precipitacibn del §i-
tato f§érnico es desannollada en HCL 1/6 N (30 me) y despubs-
de £a mezcla de reaccibn es LLevada a 50 mL con HCL 1/6 y en-
tonces filLtrada, 84 se Zoman 20 mf de este f§ilLtrado, La mlxi

5

ma canitidad de Fe+3 en el exceso de Fe'?isi se toman 20 mf de




tiLtrado debe sen 1.0 mg.

Esto 4indujo a que se nealizara una Lnvestigacibn para ha
cen La detenminacibn de Fe+3 en cantdidades por enzima de 1.0
mg. Usando patrones que contienen 2,0% KCNS y 0.5 mg de Fe+3
en 50 m€ de HCR 1/6 N y asf fué posible determinar acertada--
mente cantidades entre Los Limites 0.25-1.0 mg.
PROCEDIMIENTO
a) Reactivos
1.~ Patnqn de Fe CLz en HCL N,

(Se prepara una so0lLucibn de FeCl; R.A. en HCL N y ek Fel?

de detemmina gravimetricamente).

Z.- Por difucibn adecuada con HCL se obitiene una so0lucibn que
Zenga 0.5 mg Fe's/ml.

3.- HCL 1/2 N y 1/6 N,

4.- Una s0Lucibn 10% de KSCN % R.A. en ag ua.

b) En tubos de ebullicibn deco marca pyrex se pipetea 25 mi-
de s0fucibn para anallfsis (neutraoapenas fcida a papel in i
dicadon Litmus), agrege 5 ﬁz del patrbn
de Fe ce, - Hice.

EL tubo es cubierto con una canica y calentado en un ba--
flo de agua por 15 minutos teniendo cuidado de que el nivel -
del baiio este por encima del nivel deLtubo, el fitato §Enni-
Co se sepanra como un precdpitado colorido desdpubs se enfria -
15 minutos en un baiio de agua fria y el contenddo e LLeva a

50 m€ con HCE 1/6 N. el contenido def matraz es {iftrado en



un tubo seco con papel wathman nlmero 31 y se pipetean 20 mk
de este filtrado en un matraz de 50 mf (en caso de que La can
tidad de fcido §Ltico sea pequeiia use 30 mi) agrege 5 mf de -
HCE 1/2 N y 10 de KCNS 10% y £Leve a 50 con HCL 1/6 N mezcle-
Yy compare contra el patrbn en un colonimetro. EL patrbn se -
prepara como sigue: 5 ml de patrnbn de FeCZsHCK en el matraz-
de 50 me son dilufdos con 25 me de HZO y se £Leva el aforo de
50 m€ con HCL 1/6 N y se pipetean 10 mE de esta solucibn en =
un matraz de 50 mf a continuacibn se toman 10 mf de esta s0lu
cibn con pipeta y se ponen en un matraz aforado de 50 ml y a-
grege 5 me de HCL 1/2 N y agrege 10 me de KCNS af 10% y agére
se a La marca con HCL 1/6 N, el colorimetro mds adecuado para
Leen el patnbn es el nlmero 20 (2.0 cm) y usando 20 mL y esta
Lectura y 20 me de f§iltrado para La detemminacibn de el exce-
40 de Fe+3. Los mg de Fe+3 precipitado por el feido §ftico -

pueden sern caleulados de La expresibn 2.5 (o]
Lectura del problema
La cantidad de Fe' pnec&p&tado La cantidad de §65 foro Acido-

fLtico es obtenido pon neferencia a La gréfica.
EL factor para conversibn de Los hesultados para feido -
g§itico en dedido fLtico (Cp Hyg 0py Pg) es 3.55, esta grdgica

puede observarnse en La §ig ura 6,



Figura # 6
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Grdfica que muestra La nelacibn de mg de §6s foro de dci-
do §Ltico y el ibn f§€rnico en el método colornimétrico.

Esta curva patrbn fu€ preparada por precipitacibn del {4
tato g§érnico a partin de un patabn de FeC£3 y fitato de sodio
reendistalizado determinando posterionmente el Fe+3 por medio-
de colorimetria (todo esto variando Las cantidades de dcido -
§itico).

Por su parte Geonge Andenson (4) concluye que Los resul-



tados analiticos obtenidos por &£ indican que Las técnicas es
tldndand parna estimacibn del gitato que dependen de La extrac-
cibn y Ra precipitacibn del fitato §éarnico deben sern usadas -
con precaucddn y que no deben sern de aplicacdbn genernal ade--

5 en el matenial por analizarn -

més de que ciento nivel de Fe*
es un factor que afecta,ademfs de que La extraccibn sernfa in-
completa.

En granos y fuentes similarmente nicas en gitato La con-

centracibn de Fe+3

no afecta La extraccibn. Por otra parte -
84 sokamente se encuentra presente el Linositol hexafosfato se
debernd obtenen una precipitacibn cuantitativa porn Los métodos
de Common Pringles & Moran (23) y (61). Se encuentran otros
Estenes en sufdiciente concentracibvm; tambibn se precipitan Y
se Les puede denominar el gnrupo gitato. Hay evidencia de que
sucede en una gran vardedad de tejidos vegetales.Marrese y co
Laboradonres (51) ehcontnanon que La precdipitacibn del fitato-
en extractos de plantas proporcionaba valores més altos que =5
con un método de nresinas Antercambiadores especificos para £ng
84t0L hexafos fato. Agrega ademds que La precipifacibn del {4
tato gérnico de extractos de suelo es complicada por el hecho

de tenen cantidades considerables de Fe+3

y con La consecuen-
te formacibn de complejfos

"Método indirecto para La determinacibn de dcido gitico" en -
extractos de plantas que contengan sustancias reductonras.

La mayor parte de Los métodos elaborados para La determi



nacibn de dcido fitico estdn basados en La insolubilidad del
fitato gérnico en s0fucibn dcida. En el método directo el
contenido de §6sforo del fitato f€nnico cuidadosamente prepa
nado alslado porn precipitacibn en La presencia de FeC£3 foi-
do a pantin de Ros extractos feidos delk tefido en cuestibn se
deteamina como (Mc Cance & Widdowson) (47) algo que ya se ha
visto de esto con Young (84) s0Ro que Young empleb el facton
1.06 que es algo menon que 1.2 para inositol completamente -
$08 gforado.

Se puede expresar nesultados altos pon el método indinec
Lo cuando se aplica a un extracto fcido recientemente prepara
do debido a La presencia de sustancias reductoras tales como
el dcido ascbrbico y Los clorogénicos produce valonres altos -
y naturalmente falsos, se deben a La disminucibn de La concen
tracibn de Fet3 debido a su reduccibn a Fe*z.

No obstante es posible eliminan esta fuente de enron 4in

troduciendo un agente oxidante apropiado.(tabla 6).

TabLa # 6
F6s §oro de Gcido fLtico

Agi"zid&edUCIO& mg P por 100 g de mg de P por 100 mg
g 1egado tubbrculos de fitina comencial

-H,0,  +  Hy0, -H,0,  +  Hy0,
Ning uno 70.2 17:.8 19.4 19.4
Acido ascénrbico 50 mg 86.0 17.8 35.2 19.4
Acido clonrogénico 50 mg 952 11759 44.4 19.4




Los valones de el dcido §itico de Los extractos de feido
trhicloroacético obtenidos de papa son mucho mayores en ausen-
cia que en presencia de HZOZ adicionada y La adicibn de fcido
ascérbico o bi€n deidos clorogbnicos da alm valores mds altos.
La adicibn de estas sustancias reductoras a La so0lucibn Acida
de fitina comenrcial produce también incrementos en Los valo--
nes aparente de §6sforno de fcdidofltico y La adicibn de H202 -
£os baja nuevamente a su nivel original.

Para detemminanr La nazén connecta de Fe:P def dcido §LtL
co contenido en papa, se aisl6 La fraccibn de deido §Litico en
forma de sal s6dica por precipitacibn de un extracto con dci-
do tricloroacético, de 100 g de tublrculos tratade con exceso
de Fecz3 en HCL 0.167 N despuls de precipitar el §itato ferni
co de separan el filernno del fitato g€rrico y en seguida una -
se trata con NaOH, para obtener una solucibn de f§itato de so-
dio que send analizado por el método directo en presencia Y

ausencia de HZOZ, ambos métodos concuerdan bien en La tabla 6.

Se encontrb que 1.165 es el factor de convernsibn para RLa
nazbn Fe:P que cornesponde a una mezela de 6 pantes de &eido-
§itico y 4 pantes de inositol pentafosfato Y que es Ligeramen
te mayor que el encontrado pon Young.de 1.06 para el fitato
de s0dio preparado de fitina comenrcial pero estf de acueir-

do con el vakor denivado del anflisis elemental de Las



fracciones de gitina de papa. Ademds el tratamiento previo-
con H202 de £as fracciones de fitina aislada de La papa no -

g y no se afecta La razbn cal

cambia La concentracibn de Fe'
culada send de Fe:P tabla 7.
Estos resuliados y otrnos expenimentos que L{nvolucran La
variacibn en La concentracibn de HZOZ Y FeCI_3 y el onden
del tratamiento de Los extractos fcidos (con TCA). Esto mues
tha que La siguiente modiﬂicacidu def método indirnecto de va
Lonres consistentes para §65f§orno de fGcido f§Ltico que estan de
acuendo con el método dirnecto. También esta modificacibn ha
s4do aplicada a papas; pero puede ser aplicable a othos teji
dos vegetales que contengan sustancias reductoras. EL nesi-
duo es Lavado sucesivamente con 50 mE y 25 m& TCA al 5% y se
combinan Los {iltrados neutnalizados com NaOH 5N y aforados-
a 250 mE se toman 5 mL de alfcuota y se Le agregan 5 mf de -
Fe CL al 0.3% en HCL N después se agrega una gota de H202 =
al 30% y se LLeva el volumen a 30 ml y La s0Lucibn es calen-
tada pon 15 minutos en baiio de agua hirviente, La suspem---
446n que nesulta de este tratamiento de gitato se centrifuga
a 3000 x g por 15 minutos, posternionmente se foma una alicuo
ta de 5 mf def sobrenadante y se Le agregan 2 mf de una s0Lu
cibn al 20% de KCNS. ,
La cantidad de iones Fe'? nemanentes en La s0fucibn se

estima por medio de La medicién de La absorbancia del Fe(CNS)

efectuado en un colornimetrno a 520 nm (§iftro verde). Los mg-



- W e

de Fe*? permanented en el sobrenadante se sustraen de Los mg
adicionados y La diferencia se convierte a mg de P de fcido-
§itico multiplicando por el factor de conversibn para papas -

que es 1.165,

Tabla # 7

Me de Fe C£3 agregado

1.5 3.0
Método Detenm, -HZOZ +H202 —HZOZ +H20z

mg de P. de dcddo §Ltico 6 Fe pon 100-
g de tublrculos.

Indirnecto Fe 17.9 17.6 17.4 17.8
Directo Fe 17.4 1755 17.7 17.2
Dinecto P 15.2 15.0 15,0 1551
Directo Razbn Fe:P

Dinecto 1.145 1.167 1.180 1.140
Indinecto 1178 1812 1.160 1.180

Detenminacibn de La razén Fe LAP del f{itato §Ernico de papa.

R.M. Robents and F. Loewus (64) rnealizan un estudic del
metabolismo de inositol en plantas e implLementan La sigulente
téendica para necuperar el feddo f§Ltico al que posterioamente-
se Le hace cromatoghragia de intercambio i6nico usando gradien
te de elucdibn en forma semefante a Kyoko Saio (65) so0fo que --
en Lugar de uwsan dcido clonh{daico usa fcido §6amico y forma-
to de amonio. La recuperacibn es como sdgue:

Las plantas fueron segadas y puestas en un embudo buchner y -



Lavadas varias veces con agua destilada y despubs Liberadas -
de el exceso en agua secando af aire con el mismo embudo poxr
varios minutos. En seguida el tejfido vegetal fué molkido en -
ELOH (80% v/v) en un homogenizador de vidrio o con un mezela-
don equipado con un hecipiente de 50 m& de acenro LnoxdLdable y
el tefido tratado asfl fub centrifugado y Lavado nrepetidas oca
clones con porciones frescas de etanol al 80% v/v hasta que -
Los Lavados se encontraron Libres de clonrofila y postenionmen
te se fLavo con etanof (100%), cLonoformo-metanol (1:2,v/v), -
etern etilico y secado el producto final, el cual es un polvo-
blanco LLamado en este antfculo porcibn insoluble en alecohot,
contiene el fcdido fitico en forma de sal insoluble. En segul
da este nesiduo es extrafdo con una solucibn de EDTA (0.2%p/v
40°C 30 min) (sal disbdica); LLevando de esta gorma el fdedido-
§Ltico La so0lucibn junto con otras componentes. La separa---
eibn de estos componentes fué completa por electhoforesis en
papel y cromatognrafifa de intercambio ibnico.

Cromatograffa de interncambio ibnico.

Se utilizb6 el procedimiento propuesto por Wilson y Ha---
nnis (82) para separnarn Los estenes §04 fato de el mio-inositol-
con una pequefia modificacibn para acomodar muestras més peque-
fias  involucradas en este estudio.

La columna tiene cama de nesina de 5x0.9 em Yy 8¢ puso en
cada cdmara 100 mL inicialmente de eluyente que se mantuvo con

un §Lufo uniforme de 100 me/h por medio de una bomba penistbl-



tica y La fraccibn de volumen fué de 5 a 10 me deglin fuese ne-

cesario. Con este sistema fué posible separar una mezcla de -

mono-di-tni-te tna,penta Y hexafos fatos de mio-inositol en
tiempo de 5 honras.

un

La s0lucibn patnbn de un fitato parcialmente hidnolizado

Y que fuf tratado con fitasa esta dada en La §4g wa nlimeno 7.
Figura # 7
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La mezcla de incubacibn gitato de sodio -32H,0 10 mg en 15 -
me de preparacibn de {itasa obtenido de Zea mayz.

EL gradiente de concentracibn de &cido §6amico y forma-
to de amonio usados asi estl en La parte alta, Los nlmenos -
nomanos denotan el grado de §osforacibn del inositol.

Porn su parte Ashton & Evans (7) experimenta con cerea--
Les hacdendo una modificacibn def método de Boutwe£l (17) -
que consddste en que el LLgquido sobrenadante es deparado pon
centrifuga en Lugarn de f§ilitracibn y es como digue: el ghrano
0 el salvado de trnigo molido es extraldo con HCL al 2% por -
trhes honras y despubs se centrnifuga, Las proteinas y La {iti-
na fueron precipitados por medio de amoniaco hasta alcanzar-
un pH de 8-9 y La muestra fué centrifugada en caliente Y La-
fitina gul extraflda de La proteina en el nesiduo por extrac-
cdbn con HAcO 8% (pH=3.0) y posteriommente se neprecdpitaba-
catentando La s0Lucibn y separando el Liquido caliente por -
giltrnacibn,

Se obtuvo una cantidad menor de fitina que de fLa forma-
anterdion, por adiciones de amoniaco a el {iltrado frio (pH -
4-5) y calentando hasta obtenex precdpitacibn de mayor canti
dad. EL giltrado fué nuevamente sepanado de La mezcla ca---

Liente y una posterior adicibn de amoniaco al §iltrado de e-



butlicibn (pH &) produjo una tercenra precipitacibn, La 44
gulente adicibn no produjo nueva precipitacibn es decirn, Las
thes fracciones de {itina son preparadas del extracto dcido-
original de Los granos y posteriommente fuenon secadas al a-
<ne Lentamente en Ra parte alta de una estufa eléctrnica debi
do a que dentro de La estufa se producfa decolonracibn.

qPara propbsitos de anflisis se LLevo a cabo La oxida--
eibn por una combinacibn del método himedo Yy el método seco- .
porque La destruccibn del hexafos fato de inositol por el mé-
todo seco es una operacibn que toma mucho tiempo y hay cien-
ta dincentidumbre de que-se haya producido una nuptura total.
EL procedimiento es como sigue: 0.1 g fué calentado en una -
mugla a 560°C 1/2 hora. EL nesiduo fué trans fenido a un ma-
Irndz Kjeldalh de 100 me y digenido hasta sequedad con 1 mg -
de HZSO4 y 10 me HN05; despuls se hace una adicibén de unas -
cuantas gotas de HZSO4 y 10 me de H,0.

La mezela es hervida vigorosamente, enfriada y agorada-
a 50 m&, Caleio y magnecio se determinaron usando una modi-
ficacibn del método de Green £ ALLcno gt (33) para suero san
guineo,

EL potasio se detenmin§ porn gLamometria Yy eL Mn §u€ con
vertido a Mn 04-7 y detenminado colorimetrnicamente. Ademds-
el contenido de nitrnbgeno fué detemminado porn ef método Kfiel

dalh,



EL nesultado del andlfisis de Las Ztrnes fracciones (ABC)-
de dos muestras de avena estdn en La tabla 1. No se intent§
secan ninguna de Las fracciones por La razbn antes expuesta,
asi que La composicibn en porciento no es comparable estnic-
tamente; no obstante La presencia de pequenas vardiaciones en
Lasd humedades no afectan Las proporciones relativas de Los -
elementos presentes cuando estan expresados en nelacién a wia

proporedibn constante de uno de ellLos.

En La Zabla &, Los porcentajes de Los elementos han sido
divididos pon sus pesos atbémicos y convenientemente helaciona
dos a el valon de 6 para {6sf0r0 porque el dcido fltico es un
hexafosfato.

Las razones atémicas asf obtenidas estfin entre parénite-
445, E& Ampontante decin que se obtuvieron nesultados sdimila
hes con cebada y centeno.

Es evidente que alin cuando se utiliza el mismo método =
de extraccibn La fitina obtenida de un cereal dado varfa en

composicidn consdiderablemente.,

Tabla # §
Muestra 1 Muesta 2
A B c A B C
P 18.8(6) 19.1(6.0) 3.1(6.0) 15.3(6.0) 16.1(6.0) 15.5(6.0)
Mg 7.04(2.9) 7.(6.9) 6.7(3.9) 7.6(3.8) 9.12(4.3) 9.5(4.7
Ca 10.10(2.5) 5.42(1.3)2.0(0.7) 959:( 550} 6.6(1.9) 9.5(4.7)

Ma  1.671(0.3) 0.15(-) traza ' 0.97(. 3) traza



SALVADO DE TRIGO

Muestna 1 Muestrha 2
A B c A B (&
P 14.6(6.0) 14.9.9(6.0) 17.8(6.0) 16.8(6.0) 16.5(6.0) 15.5(6.0)
Mg 7.75(4.1) 8.6(¢4.4) 9.3(4.0) 9.0(4.1) 10.0(4.6) 10.25(5.0)
Ca 2.09(0.7) 1.19(0.4 0.49(0.1) 4.5(1.2) 1.66(0.3) 0.69(0.2)
Mn 0.24(0.1008(-) trazas 0.48(0.1) traza

K y N ausente en todos Los casos.

Darbe y Nonnis (25) por su parte detemminan La concentra-
cibn de inositol Libre y posteniormente usan autblisis, adi--
cibn de enzimas y de buffer de pH 5.4 para que se Libere el -
inositol combinado, una de Las enzimas que usan es La §itasa-
Yy 4e obsenva que La concentracibn de inositol aumenta Lo due
implica que desplies de tratan el material con fitasa hay un -
incremento en La concentracibn de inositof como se muestra en

La grnéfica 8
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1: Liberacibn de 4inositof de grano completo (§rijol) no genmi
nado (1g) por enzimas gitasa (0.025g) con 4 mL de buffen 0.2M
acetato de sodio/dcido acltico (pH 5.4)/100me enzimas autoli-
ticas s4in buffer inicial pH 6.42 (natural).

Estos autornes determinaron La cantidad de inositol Libre-
y combinado usando un método microbiolbgico con el onganismo-
de prueba Schizosaccharomices pombe como se observa en La gné
fica La hidn6lisis con gitasa adicionada alecanza un méximo en .
menor fiempo que Los dos tratamientos colatenales, esto AmplL
ca que 84 se detemmina Linositol antes y despubs de La hidn6esi
445 con glasa porn difenencia podalamos determinar el inositol
que proviene de dcido §itico.

Rachet U. Makowen (49) en su seccibn de materiales y méto
dos incluye Los siguientes pasos para La determinacibn de ded
do §Litico.

.- Macerado el Zejido en alecohol caliente y secado def mace
rado.

2.- Estabilizacibn y extraccibn del Acido §Ltico con un deido
fuente,

3.- Precipitacibn del fgitato f§€rnico en el extracto por adi--
cifn en exceso de cloruro fErnico.

4.- Deteaminacibn de fAcido §itico por uno o varios procedimien
tos.

a)l Midiendo La cantidad del i6n §€rnico nemanente en La s0fu

cibn después de La precipitacibn del’ fitato (procedimien-



to indinecto)

b) Convensibn del fitato f{érnico a hidrbxido §érnico ponr tra
Lamiento con alcakli con La subsecuente determinacibn de -
colonimetrnica del ibn §rnico separado en el hidrnbxido -
(procedimiento del Fe (OH)3).

c) Caleinado en seco el fitato §érnico precipitado y midien-
do La cantidad de f§lerro presente o bien.

d) La cantidad de {64 foro presente.

Estos procedimientos fueron provados con fcdido 62téco‘pu-
nigicado y tambiln con muestras de tejido de §rijol que conte
nian vandias cantidades de fcido §4tico Las ventajas de Los -

pasos & métodos son discutidos.

PREPARACION DE ACIDO FITICO PURIFICADO

Una s0lucidn de fcido §itico comercial {ué tratado con -
una nresina de Lntercambios catibnicos (de forma HY) alternali
vamente con precipitacibn con FeCZ3 y acetato de Barnio 4 6 5
veces hasta que aparecib homogénea por cromatografila en papel
EL dcido §itico fué negenerado del §itatc de bario porn inter-
cambio catibnico (resina en forma H") y el fLitato fErrdico pon
tratamiento con hidnbxido de sodio nemoviendo el Fe (OH)3 por
centrifugacibn y rnemoviendo el so0dio con intercambio catibni-
co nesdina (H+) se emplel agua destilada de vidrio y sustan---
cias grado reactivo se suginienon Las precauciones generaled-

discutidas pon Sandefl (67) para La determinacibn de fiernnc.



PREPARACION DE MUESTRAS DE FRIJOL PARA ANALISIS ¥ CALCULOS

Frijol pinto crnecido en La Localidad (Phaseofus vulganis )
variedad pinto fueron cosechados en varios nivekes de madurez
Yy almacenados a -29°C antes de La preparacibn de Las torntas--
def alcohol.

Las semillas congeladas (o vainas) fuenon homogenizadas--
hasta forman una pasta en una Licuadora con E£OH caliente &4
era necesardio Los componentes duros fueron molidos con arena
y negresados a La tonta del tejido. Las tontas fueron calen-
tadas por 15 minutos en vapox, engrniadas, y LLevadas a un vo
Lumen con EXOH 80%.

Las tortas fueron muestreadas y secadas al vacio a peso-
constante para el subsecuente andlisis se LLevaron atravez de
todos Los pasos de extraceibn bLancos de neactivos Yy patrones
de nefenencia y fueron caleculados por el método de Dean y Di-
xon (26) todos Los valores del fcido §Ltico fueron calculados
dobre La suposicibn de que cuatho iones 6énaié04 4e combinan-
con una molécula de dcido §itico Fe4P6(C6024) (27) y Los céhe-

culos fueron en base seca.

EXTRACCION DEL ACIDO FITICO DEL TEJIDO

Se evalub La eficiencia de extraccibn porn Ros Gcidos =
comunmente usados para el anfilisis del fcido gltico contenido
en extractos donde se empleb el método del Fe (OHS). La ex--

J 1

trhaceibn de dedido §Etico con HCE 0.5 N di6 Los nesultados més



satis factonios con frijoles maduros e inmadurnos de bajo y at
to contendido de dcido f§Ltico. La extraccibn con HC£04 0.5 N
s0fo ful satisfactoria para grifjoles maduros y casi maduros -
como de muesira en La Zabla 1. La extraceibn de frijoles in-
maduros con HC£04 0.5N §ué menos completa que La extraccibn -
con HCL 0.5 N. Agitando y calentando suavemente a 60°C (ex--
trhacedibn ayudada).

La extraccibn de §rijoles inmaduros con fcido thiclono -
aclticono dif precipitacibn de fitato con thatamiento de -
FaCZS.

Contraniamente a Los neportes iniciales (24), Las extrac
ciones multiples con pequeiios vollmenes de Acidos (con agita-
eibn y calentamiento suave) fueron més egicientes en La ex---
trhacedbnde g§rnijoles que una sola extraccibn con el mismo volu
men total para un perfodo de tiempo total, La ganancia en ded
do f§itico extraldo por extraccibn multiple sobre La extrac---
edbn lnica fué mds evidente en Las semiflas inmadurnas.

Las condiciones adoptadas para extraer el tefdido pulvernd
zado y seco fueron Zrhes o cuatro veces con pequenios volumenes
de HCL 0.5N (afrededon de 2 mb de HCL por exitraccién de 0.7 g
de muestra seca) con agitacibn continua La mezcla fué calenta
da cerca de 60°C durante Los primenos minutos de cada paso de
La extnaccibn pero La agitacibn fué prolongada por 40 min. a
temperatura ambiente,

Despuls de cada extraccibn La mezcla chemosa ful centri-



fugada a 17.300 x g. por 30 minutos, La acidez de Los sobrena-
dantes combinados fub reducida con aleali pH 22 y el extrac-
to fu€ LLevado a un volumen conccido y nefrigerado.

Las vainas que contenian s0fo pequeiias cantidades de ded
do §Ltico fuenon extraldas con HCEL 0.5 N solamente. Debido a
La naturafeza abultada de Las vainas se debieron usar volume-
nes mayores de solucibn fcida en cada paso de La extraccibn y
el volumen final fué reducido por evaporacibn en vacio se ob--
tuvienon nesultados constantes y neproducibles mostrando afin

Los contenidos de deido §Ltico muy pequeiios.

PRECIPITACION DEL FITATO FERRICO

EL dcddo fLitico §ul precipitado con una so0lucibn patrbn-
de 1 mg de Fe/mf en HCR 0.375 N y f§uf necesario agregar un
exceso de Fe para obtener La precipitacibn cuantitativa del -
gitato génrnico (4) y (47) satisfactoriamente obteniéndose con
una nazbén de moles agregada de Fe a Pz(Fe/P) total de 4/3 6
superior y con una concentracibn fcida final de HCL 0.15 N.

Bajo condiciones similanres se encontraron Crean y widdow
son trabajando con Guisantes (24) que primero enra necesanio y
a partin de este se calcularon Las cantidades nequgnidaa de
FeC£3 y HCL.

Se mantuvo un pequeiio volumen total con objeto de mante-
nen La concentracibn de fcdido §itico al final de La mezcla de

heaccdbn sobre 0.07 mg/m. )



La neaccibn fué LLevada a cabo en tubos de centrifuga -
colocados en agua hirviendo por 30 minutos o més hasta que -
coagulo el fitato §érnico. Las concentraciones de deido §L24L
co por debajo de 0.07 mg/me requieren més de una hora de calen
tamiento para precipitar el fitato fErrico despubs de enfriarn
Los tubos fueron centrifugados a 17,300 x g y decantados Los
sobnenadantes gueron necolectados y aforados para La determi-
nacibn de dedido §itico basado en el fienno nesidual mientrhas
que el precdipitado de gitato gérnico Lavado §ué usado para to

das Las determinaciones restantes.

PRECIPITACION DE Fe (OH), DE FITATO FERRICO Y DETERMI

NACION DE FIERRO

EL gitato g6rnrnico ful dispensado en Los tubos de centri-
fuga por La adicibn de 0.5 mL de agua y fué tratado con 0.5 -
mf de NaOH 0.6 N. Después el contenido §ué mezclado y Los tu
bos fueron calentados de 30 a 50 minutos en un baiic de ag ua -
hinviente hasta coagulan el Fe(0H3) Yy posteriormente se en---
tnlo y se centrifugb 10 minutos al 17,300 x g se decanto y se
Lavo con agua se necentrifugo nuevamente y se decanto el pre-
cdlpditado de Fe(OH)3 fué disulto con 0.5 m& de HCL 0.5 N con
calentamiento en un baiio de agua hirviendo durante 10 minutos
Yy Lrans fenido a un matraz volumético de 10 6 25 ml con varias
poredlones de HCL 0.1 N y LLevando a La marca con HCL 0.1 N.

EL fienno fu€ determinado colorimetricamente con ortofena



tholina despubs de neducinlo a Fet? con hidroxilaminay medido
a 515 6 520 nm (67) y (6). La precdipitacibn del fitrato §6--
nnico f§ué hecho pon cuadruplicado, se usaron dos muesiras de
fitato genrnico para La preeipitacibn del Fe(OH)3 y La detenmi
nacibn colonimetrica de gienno fueron caleinada con HC£04 y -
HZOZ para La determinacibn de 668 foro en el mismo material -
(3). Tambibn se determinb Fe en Las muestras calcinadas con-
onto fenantrolina, Se Ancluyeron blancos y patrones conocidos
de gitato §Ernico como contrnoles en todas Las determinaciones

EL sobrenadante y Las aguas de Lavado de La precipita---
cibn del fitato f§Ernico se diluyeron en vollmenes de 50-100 -
me, EL fienno nemanente de La precipitacibn de fitato fub de
terminado colonimetnicamente de La misma manera y el nesulta-
do fué usado para el cdlculo de contenido de fcido §itico pos

diferencia del gienro originalme nteagregado (método indimecto).

NOTAS DE L0S PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

La recuperacibn total de Fe+3 agregado a £a mezcla se ob
tuvo de La suma det Fe'? de fitato f§érnico y el del sobrena--
dante agregado (dentro del ennox experimental con respecto al
valor espernado de g Antroducido como cloruro §énnico) Lo -
cual indica que La pérdida de hienro es pequenia o no exdiste -
en Los procedimientos analiticos usados. EL uso de La centri
fuga de afta velocidad minimiza pérdidas de gitato durante -

Las decantaciones y Lavados. EL Lavado con el dcddo clornhi--



drico es necesdanio para eliminarn of fos gate {Ernico el cloru-
no fé€rnico y otras sales que pudieron inten fernin en Los pasos
subsiguientes.

EL calentamiento prolongado Lgual que La centrifugacibn
a alta velocidad tambifn ayuda a compactar pequeiias cantida--
des de hidnbxido §Ernrnico fonmado de requeiias cantidades de {4
tato fénrnico tratado con alkali. EL uso del mismo tubo de -
centrifuga para varios de Los pasos necesarios ayuda a dismi-
nuir Los ennones de trans ferencia.

La determinacibn colornimetnica de fiernrno como fenantrnoli
na gué adapatadagebido a su alta sensitividad y La estabili--
dad def color (6] y (67). La determinacién colonimetnica del
fitato §ernico suspendido bajo un juego de condiciones dife--
rentes fué un fracaso debido a que el desarnollo def colon -
gué Lento e incompleto para hacen cuantitativa La detemmina--
cibn. La cual pone de manifiesto que el fitato f6rnico es un
compuesto mds estable que el formado para La detferminacibn co
Lonimétnica ya que eZ_Fe+3 del fitato no es nemovido ni por
E.D.T.A. haciendo necesaria £a separacibn o incdnenacibn, el
deddo §Etico para hacen fLa deteaminacién de Fe+3.

La cantidad de Fe+3 {norglnico presente en el exthracto -
de frifol §ué muy pequeiia de zak forma que Las conrrecciones -
por este concepto no fueron necesarias.

La adicibn de perbxido de hidnégenc HZOZ' para evitar La

Aintenfenencia de sustancias neductoras |(35) también fué encon



encontrada precindible en semillas y ballas. En Los extrac--
tos de §rijol muy inmaduros Yy ballas obtuvo un precipitado -
con FeC£3 que no es recuperable como fitato g§érnico, se precd
pietan otnos compuestos en La mezcla de neaccibn penro que no
reaccdonan con el siguiente paso con ALkali y porn Lo tanto no
es convertido a Fe(OH)3, ni es disuelto en el s4iguiente trata
miento y permanece como un s68ido blanco y no parece sen fita
to fénrnico debido a ek bajo contenido de §65 forno que se Le de.
termina pon incinenacibn. Puede sen separado por centrifuga-
clbn despubs de La adicibn de Geido para disolven el Fe(OH)3
este s68ido puede s4in embargo sen una fuente de ennon en La -
detenrminacibn de dcido §ltico por otnos procedimientos de me-
dicibn de hienno en el precipitado de fitato §€rnico pox incd
neracibn en seco o en determinacibn de Fe'> rnesidual en La --
mezcla de neaccsibn.

Ademds Saio (65) analizé fos fatos de <inositol por croma-
tografla de intercambio usando gradiante de i6n cloruro el -
cual se encontrb satis factorio para La separacibn completa de
Los fosfatos de inositol individuales Y en el cual unicamente
§ué posible conocen hexa§os fato de inositol Yy §6s40n0 inongé-
nico, el dcido §itico mostro un marcado incremento durante -
Las fases mds tempranas de La maduracibn degudido pon un inchre
mento gradual en La fase tardia en tanto que el §6s840n0 Linon-

glnico disminuyb en Las GLtimas fases de La maduracibn.

J



En seguida presentamos ek cromatograma en La figura 9 ob
tendido a partin de hidnblisis de fitina comencial con HCL 6N
en el que se observan Los diferentes fosfatos y que se obsen-
van Las diferentes fosgatos y que gué practicada sobre una co
Lumna Dowex (X-8,200-400) forma C&™ 1.1x10 om HCL IN y Hy0 a

presibn atmos férica

Figura # 9
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También probaron que durante el afmacenamiento el fcido
§L{tico se descompone parcialmente en penta y tetra fo04 fato de
Anositol., Recdientemente HarlLand Yy Obenleas (35) combinan ok

método de cromatognafia de intercambio L6nico con el método -



de digestibn del fitato obteniendo nesultados satis gactonios-

a continuacibn descnibimos algo de La técnica tomando en cuen

ta Lo sdiguiente:
Muchos métodos para medin fitato involucran Los siguien-

tes pasos.

T.- Extraccibn del grano seco Y fLnalmente molLido, con HCL 6
T.C.A.

2.- Precipitacibn dek f<tato con Fe+3.

3.- Centrnifugacibn y Lavado del precdpitado.

4.- Incinenacibn hlmeda 6 seca del precipitado.

Hie= Detenménacidngotonémétnica de §6sforo en el precipitado -
Ancdinenado.

6.- Cdlculo det fitato a pantin de Los andlisis de §644oro -
(57) En muchos métodos indinectos para anbflisis de fita~-
2o se determina ek Fe'? en el sobrenadante de un volumen
medido y valonrado de una solucibn de este ifn en seguida
de La precipitacibn dek f{tato férrnico, aunque este pue-
de también sen determinado en el precipitado Lavado con
Zal que el precipitado sea hidrolizado. La hidnélisis -
ed necesaria en Wltima instancia porque el fitato f§brnico
no es completamente s0fuble en feido sub flrico 6 nitrico
concentrado.
EL método que se neporta para La determinacidén de fita-

to usa una columna de intencambio ibnico antes de fa diges--

tibn y La medicibn colornimétrnica del gos gato, y se deschribe-

en La seccdbn de mateniales y métodos como s4igue:



Las muestras de 5 g de material seco fueron extrafdas
por dos horas a tempenatura ambiente con 100 me de s0Lucibn
de HCL 1.2% 6 bifn con HCEL 1.75% y Na2304 10% en caso de que
Los extrnactos sean precipitados con Fe. En deguida Los ex
thactos son filtrnados con vacito para evitar cambios o hidrb
Li84s pon enzimas bacterianas; Los §iltrados se almacenaron
con refrigeracibn pon no m&s de una semana antes de su uso
(58) y (28) 6stos métodos gueron usados para comparar sobnre
esta base el método de Antencambio.

En el método de intercambio ibnico se usaron colunnas-
de Los Laboratorios Bionad Richmond California de 0.7 em de
didmezrno y de 15 em de alto, provistas de una LLave de tres
basos, La columna fué gijada verticalmente Yy de empacé con
5 g de una nesina de intercambio ifnico en forma de cloruno
(AGIx8), de Los mismos Laboratonios, antes de usarn Las co--
Lumnas se efectub sobre estas un Lavado con una so0lucibn de
NaCL 0.7 M para asegurar Ra saturacifn de cloruro de La ne-
d4na y después Lavada con agua destilada hasta que el elua-
to se encontrd Libre de sales.

La muestra extrafda §ué dilufda antes de sex colocada
en La columna de tal forma que La concentracibn total de -
aniones f§ué menor de 0.05 M alrededor de (1:25), el neci---
piente de La muestra fué enjuagado y La columna Lavada con
15 me de H20 destilada para elLuin La mayor parte del fos fa

to Lnorgldnico y el fos fato Anonrgdnico nemanente fué elufdo-



con 15 me de NaCe 0.05 M. Entonces el gitato se eluyb de fLa
columna con 15 me de NaCel 0.7 M se colects en un matraz de -
microkfeldath al que Le fué aghegado 0.5 ml de H2304 concen-
trado, 3 me de HNO3 concentrado y unas peieaé de ebullicibn.
La digestibn se LRevs hasta que s0lo quedo en La mezcla el -
HyS0, (25 a 30 minutos).

EL punto ginal de La digestibn se alcanza cuando se tie
ne una nube de vapor blanco duspendida so0bre el HZSO4 que es
ta en el necipiente de digestibn pon 5 minutos | La medicibn
del fiempo es un punto cnitico ya que una digestibn Lncomple
ta no ‘eacelonardcon reactivos colonidos Y una sobrediges---
tibn produce La sublimacibn del §65 forno (58).

Comparacibn de trnes métodos para determinar fitato usan

do fitato de sodio como patnén (1 mg /me )%,

Tabla # 9

Digestibn diree Precipitacibn con Intercambio L6nico

Cantidad Za Detn., P Fe Deti. de P Detrn. de P
probada ttato mg §itato mg % recuperacibn % recuperacibn
me mg mg
1 0.4220.0 0.4320.0 101.8 0.430.0 100. 4
2 0.8120.0 0.8220.0 101.2 0.81%0.0 100.5
4 1.61%0.0 1.7420.0 107.9 1.62%0.0 100.4
§ 3.3520,0 3.81%0.2 113.8 3.28%0.0 97.9
16 6.74%0.0 7.2020.1 106.9 6.61%0.0 98.1
% medio de
hecuperacibn ) 106.3 9945

(a) media % ernon estandard de 6 determinaciones.



Comparacibn de La separacibn del fosfato Libre de §itato en salvado de tnigo
por el método de intencambio i6nico en La tabla 10,

Tabla # 10

ELucibn con HZO Elucibn NaCl 0,05 N ELucibn con NaCl 0.7 M

¥ o sitna A@tea‘de DgApu@A de A@teé_de ngpu@b de Aqteb'de DgApu@A de
digenin digerin digerin digerin digernin digernin

Mg Plg Mg P/g Mg P/g Mg P/g Mg P/g Mg Plg de
dalvado
1 1.3 1.22 0.27 0.30 0,10 10.49
2 1735 1.24 0.20 0,27 0.12 10.41
3 1.35 1.24 0.17 0,30 0.17 10,41
4 1535 1.24 0,17 0357 0.17 10.41
5 lie:35 1.24 0.15 0,25 0,30 10.41
6 1.42 1533 0.12 0, 30 0.20 10.70
7 1.44 1.35 0.20 0,30 0.24 © 10,28
§ 1.47 s 35 0.15 0,27 0.15 10.57
9 1.47 Lot 0.15 0. 30 0.15 10,41
10 1.47 1.30 0.20 0.30 0.15 10,28

& +
y i %5 i +0,02 0.1820,01  0.29%0.01 0.18%0.02  10.44%0.04
S.E. 1.4%0.02 1.27%0 stosle sl b shinve
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Comparacibn de La separacibn de fosfato Libre de gitato en una s0lucibn de fosfato dcido de po
tasio pon el método de columna de Antercambio ibnico en fa tablfa 11. ~§

Tabla # 11
Eluato con Agua ELucibn con NaCL 0,05 M ELucibn NaCe 0.7 M
# Muestng Antes de Dq&pu@é de Ayytu ’de De’,épu@é de Arf,tu ‘de De./spué’a de
digernin digerin digerin digernin digerin digernin
Mg P Mg P Mg P Mg P Mg P Mg P
1 1.30 1..30 47 47 0 219.8
2 1.30 1533 50 53 5 2297
3 1.33 1.3 50 50 10 219.8
4 15335 1.30 50 53 5 229,2
5 1533 1. 30 50 49 10 226.1
6 1.33 1.30 53 49 5 229.2
7 1527 1.30 47 53 5 2230
& 1,27 1.30 50 53 5 229.2
9 1.30 1.30 47 50 10 229.2
10 1.30 12235 50 50 7 226.1
Media %

S.E - 1mio.s 132208 49%0.5 5120.6 6.0%1.1




(57) Se agnreganron a Los recdpientes de digestibn alredednro de
10-15 m& de HZSO4 destilada, se agitan arnemolinando Yy se co-
Locan en un baiio de agua hirviendo por 15 minutos para hidné-
Lizan cualquien fos fato que se pudiera habenr formado durante-
La digestibn. EL digernido se afora a un volumen conocido y -
se toma una alfcuota para deteaminan §65 goro por et método de

Fiske-Subbarrow (30).

DISCUSTION

Para detemminan La necupenracibn por el método (tabla 10)
se analizaron alicuotas de so0lLucibn de fitato de sodio (Sigma
Chemical Co) para que sirviera como patrbn; se tomaron alZcuo
tas edénticas y se analizanron siguiendo La precipitacibn de -
fienno y La digestibn en seguida de La elucibn de La columna
de NaCe 0.7 M como se muestra en La tabla I hay una diferen--
cda significativa entre ambos métodos (P 0.05).

Se LLev6 a cabo una prueba de rneproducibilidad, se mues-
tra en La tabla 10 hecha con salvado de trnigo y fosfato de 40
déo en La tabla 11 cada una de Las tres gracciones de La co--
Lumna (HZO,NaCZ 0.05 M, NaCe 1.7M), {fueron probados éolonimé—
thicamente para fosfatos ambos antes de La digestibn con el -
obfeto de mostrnar La efectividad de Las molarnidades de NaCl -

en el aislamiento del Libn f§itato.



La tabla 11 muestra La recuperacibn de §6sf0or0 y fitato
cuando una solucibn que contiene 186.7 mg de §65 fono Anorgdni
co y 228.4 mg de §6sf§ono de gitato que fueron agregados como
§os fato deido de potasio Y fitato de sodio nespectivamente.

Con el salvado y La mezcla de §68§onro- gitato La mayon -
parte del §os fato Lnorglnico quedaba en La gracceibn de agua.

La s0lucibn de NaCl 0.05 M nemovié una cantidad adicional
de 464 fono inongdnico en vista de esto se obsenva que cada -
una pequefia porcibn de {64 4ono Anorgdnico el NaCe 0.7 M no -
obstante esto no afecta ef método para anblisis aproximados -

de §itato.



RESUMEN

SL se tuviese una muestra para detemminarle &eido f§itico
podria escoger alguna de Las sdiguientes secuencias 6 combina-
ciones de estas,dependiendo def materiaf  nreactivos de que
disponga el Labonratonio asi como tambifn tomarfa en cuenta el
tipo de matenial que se emplearia y La probable concentracibn
de dcido §Ltico en La muestra a analizan,

a) EL primer paso en muchas de Las deteaminaciones consiste -
en una exiraccibn del fcido §itico con HCE § HClO4 dituf
do.

En este extracto se puede:

I Precipitar el fcido §itico como fitato §érrico con exceso -
de FeCl; valorado y valorar el Fe en exceso con tiociana
Lo de potasio o bibn con ortofenantrolina,

IT Podrfamos enseguida centrifugar, separar el precipitado e
Ancdneranlo para determinar en Las cenizas §6s4§oro 6 bién
fienno.

I11 Después de precipitar el fitato fEnnico podaiamos tratanr-
Lo con NaOH y necuperar ek hidnéxido §Ernico deteaminan
nuevamente fienno por el método de tiocianato 6 de La -
ortofenantrolina. AL extracto se fLe puede deteaminar -
64 foro onglnico y §64 foro inorgénico.

IV EL extracto deido puede sex thatado con fitasa y ak final
de La hidn6eisis se puede determinan §6sfono, siempre y

cuando al principio se haya detesminado §65 foro; ka di-
]



ferencia entre estas concentraciones sené el §08 foro de
§4tatos en La muestra o bifn podrla determinarse mig- Lno
4420k despubs de esta acedbn enzimbtica.

V Se puede connen cromatografla al extracto feido de Antenrcam
bio ibnico con gradiente de cloruro o de gormazto de amo-
nio comparfndose con neactivos punos.

b) Se puede obtenen ef residuo no soluble en E£0H que contie
he al dcido §itico Yy €5te a su vez puede disolvense en -
HCE dil. para hacente cualquiera de Los tratamientos an-
teniones.,

Es impontante hacen notan que La combinacibn de Los méxto
dos de intencambio <6nico y de extracoién precipitacibn fue--

on Los que mefones resultados obtuvienon.



CONCLUSTON

A partin de La Angormacibn obtenida hasta entonces posi-

ble concluin que el foido fftico tiene una importancia ghrande
desde el punto de vista del metabolismo de Las semillas duran
te La gemminacibn no obstante no 4e conoce bien su o0 sus fun-
clones. Son parnticularmente Anteresantes Los cambios de con-
centracibn que sugre esta sustancia dedde un méximo que akean
za durante La germinacibn hasia que empieza a hidrolizan a -,
gran velocidad en Los primencs estadios de La germinacibn co-
mo ya hemos visto, no hay un acuendo de Los autones ,asf Man--
dal (50) encuentra evidencia de que el P4 provendiente de §4tL
na produce G.T.P. no obstante S.G.Wikliams (83) considera que
poca evidencia experimental para afirmar que se forma A.T.P.
a pariin de feido fLtico Yy Le asigna un papel nefacionado con
el ginal de Ra Latencia; tambibn tenemos a Matheson & Stroten
(52) que suponen que et mLo-L{nositol se utiliza en La &fnte--
844 de LLpidos. Esto AmplLica que hay mucho por descrubin def
dedido gLtico.

Por otra pante hay La posibilidad de que ese {64 foro del
deido §itico se pueda emplear en nutricibn humana Y nutricibn
animal ya que con Kon y colaboradores demuestran que .se puede
volver utilizable, tomando en cuenta que ademés que no es utd
Lizable entorpece La absoncién de otnos elementos como Los -
L6nes metdlicos; conm esto se quiere consideran que 54 o4 inte

hesante el estudio del Goido fitico d



S& se considera que toda esta Lnformacibn podria enfocan
4e a La obtencibn de un 668 §ono m&s disponible para monogds--
trhicos en nutrnicibn animal tendendo en cuenta que La hoca gos
§6rica y otras gormas en que se suplementa (68 40or0 a Las na--
ciones balanceadas para animales alecanzan precios muy eleva--
dos, podria sen atrnactiva La didea de emplean este necunso ponr
ahora no muy aprovechable.

En base a esta observacibn 4e puede elaborar un programa
por Las siguientes etapas:

a) Seleccionar ef método 6 una combinacibn de métodos adecua-~
do para deteaminar feido fitico y ensayarlo hasta obte~--
nen reproducibilidad en Los ensayosd y congruencia con Lo
reportado porn La Literatuna.

b) Ensayar una ruptura ya sea autolitica o con otras enzimas-
para Eiberan el {65 fonro inonglnico con objeto de tenen -
un ingrediente més aceptable por Lo que iespecta a conte .
nido de {64 fono inorgénico y pon atimo,

c) Hacer un experdimento biolbgico pon efemplo con aves con el
fin de venifican que tan efectivo ha sido el trhatamiento.
Estas etapas de La Lnvestigacibn propuestas y -que don -

posteniones a La Anvestigacibn bibLiognbfica no necesariamen-

te tendnian que concluinse, es decin LLegan hasta La parte e

44n0 que dependiendo de Los resultados obtenidos en Las expe~

rnimentacioned anterniones el experimentador debend decidin &4

continua o no con esta investigacibn.
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