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0BJET IVOS

La toxicodogia de dos alimentos es una ciencia que capita-
ed interés, tanto ded estudioso de la materia, como de dos dec
tones casuales, que frecuentemenite se Loaman caitenios eané---
neos aceaca del niesgo que nepresenta para da salud, da ingesta
de alimentos procesadvs. Poa tal na3én, considero que ed pre--
sente trabajo debe enfocarse al logro de dos grandes objetivos.

1) Que apoate el complemenio prnéctico a la enaseiianza ted-
aica para nefor3aa ed conocimiento sobre dos agentes Zéxicos -
que pueden presentande en dos alimentos naturales, da frecuen-
cia e imporntancia de su incidencia, el aiesgo Zoxicodégico de-
aditivos alimenticios, dos téxicos que pueden genenanse poa —--
los procesos industniadles y cudinarios gue se dan a los alimen
tos, dos téxicos presentes debido a coniaminaciones quimicas y
micnobiolégicas, los procedimientos pana eliminen o neducin ed
adiesgo {oxicolbgico, los mecanismos de intoxicacidén y desinio-
xicacidn; asi como el aprendijaje de los méitodos de anblisis -
para algunso téxicos, dos cuales han sido elegidos atendiendo-
razones de didéctica, y de los benelicivs que su manejo prbcidi

co puede neprnesentan en ed dedempeiio profesionad.

11) Que el alumno se loame un caitenio paofesionad sobre-
la materia, parna gue cuando 4e enfaente a un problema paéctico,
do nesuelva adecuadamente, combinando el conocimiento, el cai-

tenio y da ética profesional.



CAPITULO 1

TOXICOLOGIA EN LA CERTIFICACION DEL APEGO A LA NORMALIZACTON
DE ALIMENTOS.

7.- ADITIVOS.
Pabctica 1, 1. a.

DETECCION DE COLORANTES ARTIFICTALES.

Intrnoduccidn.

Los codorantes son dos aditivos alimentanios més caiticados
en cuanto al facton niesgo-beneficio, pues son adicionados solo-
para mejoran da apariencia del producto, sin tenen elecic s0bie-
ed sabon, calidad nutaicionad ni la consenvacién ded mismo.

Gales neponta que el rojo #2 produce daifio hepltico, inhibi-
cibn ad crnecimiento e incremento en la moatalidad de animales de
daboratonio, ed nojo #1 produce tumones malignos, el naranja # 1
tiene un 4sdignificativo efecto catbaico, ed azud #1, veade #2 y
veade #3 tienen efecto de induccién a tumones.

£s bien conocido que los codornes sintéticos pueden provocan
neacciones de hipensensitividad, como uaticaria, asma y edema an
gioneundtico, 4in embargo, incluso los codlores naturales dos cau
san, tal es el caso ded exinacto de anato, muy usado en mantegui
{las, que causa paoblemas, mayones aiin, que muchos colonantes aa
tificiales.

Los cnitenios para legisdarn su uso vanian segin das noamas-
de cada pais, sobre tode poague las dosis empleadas en las prue-
bas y da extrapolacién de nesudtados en animales de dcboratonio-
hacia ed hombre son motivo de muchas discusicnes. &n México estd
peamitido ed uso de amanidlos #5 y #6, azud #1, 2ojos #3, #5, --
#6 y #40,



Méetodo.

Se propone ed de Sitandley y Kink, que emplea la caomatogra--
tia en papeld posteaion a una punificacibén ded codon extraido, y
de auxidia en las propiedades colonimétnicas al varnian el pH. --
Permite también una deteccidn cuantitativa,

Reactivoa.

1) Solvente 1.- Mezcle 4 ml. de pinidina con 8 ml. de acetato-
de etilo y 8 ml. de agua destilada en un embudo de decantacién,-
aglitese y después de que se 4eparen las lases, descante la inle-
adon., (MANEJE LA MEZCLA EN LA CAMPANA DE SEGURIDAD] .

2) Soldvente 2.- Mezcde 4 md. de alcohod isoamilico con 4 md. -
de adcohod etidico, 1 md. de hidaéxido de aménio y 2 md. de ---
agua destidada,

3) Amondiaco acuoaso ad 1% ( 100 md. /.
4) Acido acético concentnado.

5) Acido clorhidaico concentrado.

6] Acido clorhidrico ad 10% ( 50 md. ).
7) Amoniaco concentaado.

8) Amondiace acucso al 10% ( 7100 md. ).
¢) Adcohod ezllico de 96°.

10) Adimina activada ( 1 hora a 400°C. ).
11) Fibra de vidaio.

12) Papel Liltro de poro grueso.

13) Paped Whatman No. 1.

14) Maskin Zape.



Materniad.

embudo de decantacién de 100 md.

matraz Kitasato.

Biichnen con alanrgadena.

embudo de taddlo lango.

matraz Eelenmeyen de 250 md,

vaso de precipitados de 100 md.

codumna de cromatografia de 20 X 300 mm. con {lave de paso.
trascos de boca ancha con tapa de nosca.

microjerninga o tubo capidlaxn.

negda graduada.

T Ty

tijenas.

Muestna.

25 g. de gelatina en podvo, caramedlo, helado, "algodén" 6 -
25 ml. de nefnesco, que tenga codon nojo, nosa, naranga ¢ amani-

ddo.

Procedimiento.

al Extraccidn.

7) Si 4e analiza gelatina en podvo.- 4de agitan 25 g. con 50 md.-
de alcohod y 4se Liltrnan pon succién a través de un Biichnea, lave
40bre el Biichner con 50 md. de amoniaco acuvso al 1%. Los Ligui-
dos codectados se acidifican con Geido acético { 2 md. de écido-

acético por cada 10 md. de extanacto ).

2) Alimentos hidrosolubles ( incluyendo caramelos, sodas y hela-
dod).- se disuedven en vodimenes minimos de amoniaco acuoso ad -

1% ( das muesitnas ligquidas ase usan sin diduinl], se Lidinan y aci



difican con 2 mld. de dcido acético poa cada 10 md.

b) Prepanacién de da codumna.

Se codoca un tapén de fibra de vidraio en ed exitremo infe---
2ion, se empaca con la alimina activada hasta una altura de 10 -
cm., se cubre con unae capa muy fina de fibra de vidaio. Se lava-
con 50 ml. de &cido clorhidrico al 10% pana compactaa y acidifi-

caan, empdeando vaclo.
P

c) Aisdamiento ded codorante.

Se intaoduce en da codumna la disoducién ded exitracto de da
muesira y se aplica vacio. Se lava con 50 ml. de agua destilada-
y 4de eluye el codorante con amoniaco acuodo al 10%, procurando =
que el vodlumen de esta solucidén codorida sea lo més pequeiio posi
ble.

Nota.- De estan presente nodamina, ésta no sené netenida --

pon da codumna.

d) Cromatografia en papel.

Conte 2 tinas de paped Whatman No. 1 de 2 X 12 cm. A cada -
una aplique el colon necesanio pana daa una mancha intensa, de -
aproximadamenie 2 mm. de diémetrno, para lo cuad se deja secan --
despues de cada aplicacidn. fHaega un coate pequeio con das 2ije--
nas a da altuna de la aplicacién (la cual debe estar a apaoxima-
damente 7.2 cm. ded bonde infenion ded papel). Pegue con maskin-
tape ed papeld a la tapa ded farasco de modo que al ceanando guede
ed paped veatical y tocando ligenamente el fondo ded frasco. - -
Agrnegue al frasco #1 el sodvenie #1 y al #2 el soldvente #2 hasta
una altuna de 0.8 cm. aproximadamente. Tape el frasco y deje que
desarrodde la caomatognratia a una eltura ceacana ad borde supe--
nion ded papel. Despegue las tinas y haga un conte de tijena a -
da altuna mbxima necoarnida poi ed disolvente. Deje secan en da -



campana de seguaidud. Efectue da medicidn de las disiancias ne

coanidas poa ed disodvente y da (4] marcha (s) del colorante.

e) RL.

Se detenmina dividiende la distancia necoradide pon ceda --

codon entre la necoanida por el disolvente.
L) Anédlisis visuad,

Jdentifique y anote el codor de cade mancha encontzade, ex
ponga doa papeles a vapores de dcido cloahlidrnico y amoniace ano

tando das vaadiacicnes de codox.
¢! Jdentificacién de dvs codones

Con dos RE y dos datos de coldoracibn, detenmine en la fa—-

bla #1 ed o dos codones que contiene el producto analijado.

TABLA #1

COLOR RE

5 1 S 2| WNeutno HC1 NH 3
Rojo #1 0:45 0.55 Roasa ROsa R
Ro‘.;_o #2 0.06 0.2% Cinuela claueda ﬁ:zeia
ﬂoéu #3 0.88 0.70 n04a no4a nasan ia
Roéo #4 0.50 0.36 n04a nusanja rojo g
fc’o;t_u #5 0.58 0.27 04Q 2040 na{.mia
Rojo Ponceau #6 | 0.43 0.32 g nasanja 0jo
Roahgina 0.93 0.97 04d mex. | poaa mex. 4u:a mex
Awaafllo #1 0.5 0.59 aman idlo decodora Qqa:@{zo'
dnanillo #5 0.08 | 0.17 amanillo | amacillo | amanidio
Anarillo #6 0.43 | 0.52 | namanga | nasanje | noanja
Aananja #1 0.71 0.60 rojo-naz. | naranja 2040 clazo
Azud  # 0.3% | 0.59 azul amarille | azor
Azud  #2 0.26 | 0.30 azul azul aifz
!/e!zde #.7 0.59 0.75 verdeagua | nar o {inc d‘:‘u-{oaa
Veade #2 0.40 0.68 veadeagut | naz o ine de-c.o-lc“l"
Vg:za’e #3 C.42 0,46 verdeagua ' nan o ine azud oQEmo
Viedeta #1 0.5% 0.76 vicdeto ane o 4nc a;ﬁ(
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L | Solvente #1
5 2 Sodlvente #2

naa. = naaanja

inc., = incodonro

ama, = amariddo

Nota.- Adgunos colores presentan pequeiias manchas secunda--
nias. Los RL pueden vanian ligeramente dependiendo de la maanca -
deld codonante, e incluso de lote a lote, pon sea los codonantes-

me3cdas de componentes.

Nota.- E4 necomendable que algunos equipos trabajen con co-
dones punos o mezcdas de *stos, proponcionadas pon dos profeso--
nes pero aequdienen den sometidas a todo ed proceso de punifica--

cidn.

Cuestionando.

1.- Proponga la metodologla que peamita hacen cuantitativo ed mé

todo de la préctica.
2.~ (Qué problemas puede causan la pirnidina?

3.~ ;Se considena aduditenacién ed hecho de enconitran un codon de
da tabla #1 en un producito que no neponta codonantes aniificia--

des?

4o= ¢Existen limitaciones en cuanto a da concentracidn de los co

lonantes peamitidoa?

5.- Mencione algunos codozranies naturales que se emplean en adi-

menitos.

6.- Diferencie entre laca, pigmeniv, codon no ceatificado y co--

don anéloge al natunad,

Bibliogralia: 17,22,30,43,51,60.



Prnlictica 1.1.6.

Jeteccidn de 4dacarina.

Introduceidn.

La sacanina ha sido ed moiivo de uno de los casvs que més -
podémica ha despentado con nespecto a la validéz de dos métodos-
empleados para la evaluacién {foxicoddgica, au caqo ¢4té aln en -
estudio, pero es muy probable que su uso se dimite u edudconanie
de adicidén para diabéticos y por prescaipcidén méedica.

La Academia Nacional de Ciencias de dos Estados Unidos de -
Nonteaménica concduyé que es un cancealigeno de baja soienciu en-
ratas; Sweatman y Renwick indican que la sacarina nc es me(abo(i
3ada, y concluyen que no actiia como un cancenligeno edlecitnofidico
clésico; sode hay evidencia de tumones en natas macho de segunda
genenacién expuestas a dosis elevadas; pon lo anteaioar, eunado -
al estudio estadistico ded Instituto Nacionad de Cincen de los -
Catados Unidos, eld cual no demuesitna diferencia signilficativa en
niesgo nedativo poa ed consumo diario, habla en favor de la saca
nina; ain embango, el alaamanie incrnemento de casos de céncen e-

xige un controd mbs estricto de cualquier aditivo niesgoso.

Método.

&L método A.0.A.C. pana bebidas no alcohbdicas. cuantifica-
da sacarina pon da neaccién de Nesslen, que da un colon amariddo

verdodo que sigue da ley de Lamberi y Been.

Reactivoas.

1) Cloruro de amonio al 0.01% ( disuedlva en agua dibre de amonid
col. €L pesado y aforado de esta soducién debe nealijanse con mu

cha exactitud.

2) Reactivo de Nessdea.- Disuelva 2.50 g. de yoduno mcaclndico y-



1.75 g. de yoduno de potasio en 10 ml. de agua, agréguelos dlenta
mente y con agitucidn sobre una solducién fria de 4 g. de hidadxi
do de sodio en 12.5 mld. de agua, {leve a 25 mi. y guarde en fras

co amban.

3) Eten (100 md.). Nota.- es extremadamente fldamable, manéjelo -

en la campana de segunidad.

4) Agua acidificada.- 5 ml. de agua con una gota de &cido clonhi

daico concentaado,
5) Acido clorhidadico concentaado.
6) Agua dibrne de amoniaco.

71 Algodén.

Materniad y Equipo.

matnaz afoaade de 700, 50 y 25 md.

frasco amban,

embudo de decantacidén de 250 md.

embudo de tallo largo.

vaso de precipitado de 250 md.

4istema de notoevaporadon o paanidla para baio mania.
pipeta de 0.7, 0.5, 1.0 y 5.0 md.

probeta graduada de 50 md.

[ . T T T Sy

va4o4 de precipitados de 50 md.

espectrofotémetno.

MNuestra.

50 ml. de una bebida dietética no alcohdldica,.

Procedimienio.

Agnegue 2 md. de &cido clorhidaico a 50 mi. de muestna y --
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exinaiga en embudo de decantacidén con 2 porcicnes de 50 md. de-

eten. Fidtrne los extractos a través de adlgodén. Lave los lidtaa

dos con 5 md. de agua acidificada, sepane la fase etéaea y eva-

pore a sequedad, agregue 5 md. de agua libre de amoniaco y 6 md.
de Gcido clozhidrnico y evapore @ 1 md. aproximaedamenie. Agre--

gue 5 md. de agua y otros 6 ml. de Gcido clorhidrico evaporado-

hasta 1 md. Diduya a 50 md. con agua libre de amoniaco en matna3
afornado, tome 2 md. de ésta solucion y afénelos a 25 ml. con a-

gua libre de amondiaco. Agregue 1 ml. de neaciivo de Nesslen y -

compane con una denie de soduciones de cldoaunc de amonio que --

contengan 0.1, 0.4, 0.7, 1.0, 1.3, 2.0 y 3.0 md. de da so0lucidn

7 diduedtos en agua libre de amoniaco a un afono de 25 mi., ha-

ciende da lectuna en un espectrofoitémetro a 525 nm.

Intenpode la lectuna en la grdfica de la curnva pataén y de
teamine da sacanina que coniiene la bebida, sabiendo que 0.2921
9. de cloruro de amoniaco coaresponde a 4 g. de sacurina inso-
duble y 1.317 de da sal sédica.

Cuestionanio.

1.- ;Porqué se usa agua librne de amoniaco?
2.~ Sugiena un método cualifative pana detecitar sacazina sabien

do que ésia es soduble en éten y en medio Gcido.

3.- &scrniba la fonmuda estruciunald de la sacazina y proponga un
mecanismo poa ed cuad sea posible detectandua con ed neactivo de

Nessden.

4.- Mencione otr04 edudconantes usados como 4ust tutos no cald-

aicos y das ventajas y desventajas que condlevan,

Bibliognatia: 11, 46, 52 y 60
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Préectica 1 ,7.c.

Método Presuntivo pana Dietidlestid-bestrod (DES),

Introduccidn.,

&l dietidestid-bestnod esté dentro ded gaupo de hoamonas -
anabolizantes, y junto con las sustancias nesiduales cancealge-
nas, nesiduos potencialmente alengénicos, nesiduos promotones -
de nesistencdia bacteriana, antiparasitanios, anitisépiicos y pda
guicidas nepresentan dosa objetivos de dos anddisis toxicoddgicos
en caanes y denivados.

EL DES fué usade en medicina humana, veterinazia y como --
promotor ded crecimienio en ganado paaa carne y aves de engonda.
én  Eatados Unidos se de peamitid bajo das siguienies condicio-
ned: como aditivo no debla excedea 20 mg./dia en noviddos y 2 -
mg./dia en ovejas 4in administaarse los adéimos 14 dias previos
ald saccaificdio.

No deben detectanse nesiduos de &l en la cazne para consu-
mo humano, dado que puede causan hipenestiarogenismo en mujened y
afeminamiento en hombres, cambios en da funcidén hepbiica y das-
pauebas hipoplésticas revedan condiciones que predisponen a fu-
mones madignos, pon lo que se ha prohibido su uso. &n México, a
pesar gue lo prohibe da SARH, se sabe que se sigue empleando, -

so0brne todo en poddo, como aditivo promotor ded caecimienio.
Método.

&L DES 4se exinae con etfanod, se punifica y se visualiza-

pon dnspeccdidn flounescente, con una sensitfividad de 0.1 mg/Kg.

Reactivoa.
1) Etanod ad 7% en cdonelonmo (60 md.).



Ny

2) Xideno- Alcohod isomidico- metanod 90:20:2 ( 100 md.].
3) &atandan de OES a parntin de una soducién de concentrzacién -
de | mg/md., se diduye 1 a 10 y de ésta nuevamente 7 a 10 de mo

do que 4e tienen estandanes de 1, 0.1 y 0.01 mg./md.

4 Sidica ged.

Matenial y Equipo.

Placa pana cromatograflia en capa fina.
dicuadora.

embudo de tallo dango.

cémana de cromatognalia,

aotoevaporadon o paanidla de baio manla.

e S T Y

dampara de duz udtraviodeta.

Muestana.

20 g. de piensc o alimento balanceado svspechoso, también-

puede buscarse en carnne, de paeferencia en higedo.

Procedimiento.

Se dicaa 20 g. de muestre con 50 md. de etanod al 7% en -
cdorofornmo pon 5 minutos, se fidtrna y se concentrna el svdvente-
con lda muestrna aproximadamente hasta 0.5 md.. Se apldican 0.1 md.
de solvenite con muesina y de cade una de las concentraciones de
estandar a la placa con silica gel. Se desarrcldla el crematogaa
ma con xideno-alcohod i{soamilico-mefanod (90:20:2) en la cémaora
de caomatogralia. Finalmente se visualisan las manchas de OES -
exponiende la placa a luz uliravioleta; una exposicibén langa -
paoduce un desaarodlo de codva amaniddo a nogo y finadmente u -
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calé pon sen la secuencia de productos de oxidacién ded DES.

Nota,- Dado que es un producto prohibido, su presencia im-
plica una viodacién a las disposiciones gubernamentales. &L mé
tode no es pabectico pana analizan cannes pues de enconirarnse -
posditivo en ésitas implicania una exagerada administaracién ded -
0ES, dado ed nivel de deteccién ded méiodo.

Cuestionanio.

1.- (Qué infoamacidén propoaciona ed uso de esténdanes en la pre

sente pnrbGcectica?
2.- (Que método necomendania para confirman ésta deteccidn?

3.~ ¢Cémo actua una hoamona anabélica para aumentan ed volimen-

mudcudan?

Bibliogratia: 28, 34 y 68.
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2.~ CONTAMINANTES.
Prbeiica 1-2.a.

fDeteccidén de nesiduvs de insecticidas organofosforados.

Initrnoduccidn.

La edlevada tasa de caecimiente poblacional exige una produc
cién creciente de alimenitos, peac 41 se condidera gque alrededon
de una teacena pante de ésta produccién no es apruvechada, la -
disminucidén de péadidas es una alteanativa muy importante,

La ONU nreponta péndidas anuales de 33 miliones de tuneda
das de cerneales debidas a dahos causados por insectos en Esta--
dos Unidos. &n paises menos indusinializades, las péadidas poa
centuales son mayones, do que onigina una Zendencia a incaemen-
taa ed uso de plaguicidas, con sus consecuentes problemas ecods
gicos. Los insecticidas onganofosforados, por sen biodegrada--
bles deben sen los mbs empleados, peno 44 no se sudpende 4su a--
pdicacién 15 dias anites de la cosecha, son de alto niesgo toxi-
codégico para el consumidon.

Estos compuestos inhiben da accidn de la ucelid-odinestera
sa que dinteaviene en da fisiodoglia de {os neavios coligéngicos,
algunos de ellos son muy téxicos ain pon via cutdnea, y 4u in--
gesta diaria aceptablde (FDA) es minima, siendo la mayoa para el
malatién de 0.02 mg./kg. de alimento y da menva de 0.0006 my./
Kg. en el caso deld azodain.

Mmétodo.

La muestra se extrae, punifica y finalmente se le efectia-
una cacmatcgraflia, para detectanse poa Rf y fermaecidn de codoa-

con tetrabromofenodftalein-etilesten.
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Reactivoa,

1) Acetona ( 240 md. ).
2) Dicdorometanoe ( 200 md. )
3) Eten de peinédeo ( 200 md. )

4) Eten etilico libre de pendxidos al 15% en éten de petableo -
(200 md.)

5) Eten etidico librne de peabxidos al 55% en éten de petréleo-
(200 md.)

6) Sudlato de sodio anhidno.
7) Fibra de vidaio.

&) Florisid de 60 a 100 mallas activado a 130°C, pon % horasa -~
(27 g

9) Cloauro de sodio (6 g.)

10) Heptano al 25% en acetate de etido (50 md.)

11) Tetrabromo fenadftalein etilésten al 0.1% en aceiona (10md.)

12) Solucién de nitrato de plata.- 0.05 g. en 2.5 ml. de agua y

diduida a 10 md. con acetona.

13) Soducidn de Gcido ciiénico.- ODiduedva 0.5 g. en 5 md. de a--

gua y diduya a 10 md. con acetona.

14) Bromo (0.1 md.])

Maternial y Equipo.

dicuadona

embudo detallo larngo

matrayz eadenmeyen de 500 md.
mataa3 aedondo de fondo pdano.

embudos de decantacidn.

S T O . T Y

vaso de paecipitado de 500 md.



retoevaponadon.

codumna de 20 x 300 mm.

matrnaz aforado de 10 md.

placa de vidaio pasa caomatografia.
cémara pana cromaitografia.
microjeninga o Zubo capidan.

atomizadon.

B =~ =% =3 =i =~ =4 =

negla de medicién.

MNuestra.

100 g. de 3anahonia, lechuga, jitomate, melén, naranja, pa

pa, o chile.

Procedimiento.

Se pesan 100 g. de muestna, se contan y ldician a alta velo
cidad con 200 md. de acetona, 4e pasa a iravés de papel [iltre-
@ un mainaz. De este exiracto se codocan 80 md. en un embudo de
qepanacidén y 4e aitaden 100 md. de éten de petnddeo y 100 md. de
diclonometano, se agita un minuto y se trnansfiene la fase acuo-
4a a un segundo embudo de sepanacidn.

La fase orgénica ded primen embude se pasa a tnavés de un-
embudo ad que previamenie 4e le codocd una capa de fibra de vi-
drio y otaa capa de 3 cm., de sullato de sodioc anhidro, se zeci-
be en un matraz nedondo de fondo plano, al segundo embudo de se
paracidén que coniiene la fase acuosa, se de araden 7 g. de sal,
agitando 30 segundo pana que se disuedva la mayon panite de sad.
Se afiaden 100 md. de diclorometano, se agitu 1 minuito y se pasa
d{a fase onrgbnica a través ded embudo empacado anteniormenie em
pleado. Se extrae la fase acuosa con 100 md. adicionales de di-
clorometano. Se junian los extractos orgénicos y se evaposan --

hasta un volumen aproximado de 2 md., se anaden 10 md. de aceto



na y 4e concentran a 2 md. Después de nepeiin la conceninacidn
anienion con dos poaciones de 10 md, de acetona, se afora ed -
nesiduo a 10 md. con acetona nuevamente.

Se empaca da codumna con una capa infezion de fibrna de vi
dnio, se de agregan 21 g. de fdorisid todavia caliente y una -
capa supenior de 1 cm. de sudfazte de sodio anhidro. Se deja -
eduin éten de petniédeo.

&d extaacto aceitdénice e evapora, 4e necupena con étea de
petréleo enjuagando el necipiente penfeciamente y 4e aiiade a -
da columna: se eduye con 200 md. de éter utidico ad 15% en éten
de petaéleo y posteanionmente con 200 md. de éten etidico al -
55%. &4 aluato se evapora a 4 md. y se afona a 10 md. con étea
de petrédleo.

Se aplican 10 M. del exiracto a la placa con sidica gel
y 4e expone a vapenes de baomo parae la oxidacién de plaguici--
dasg tiofosfornados, denine de una cémara que contenga 0.1 md. -
de baomo, dunante 1 minute para después evaponar ed baome al -
aine poa 5 minutos. Use la campana de segunidad.

Se desarnnodla el cromatofolio aproximadamente 15 cm. con-
50 md. de heptano al 25% en acetato de etido. Se deja secar la
pdaca 3 minutos.

Se aplica con atomizadon una capa de sodlucién de tetnabao
mofenodftalein etild ésten, después y también atomizando, una -
cape mas digeaa de soducidén de nitrato de plata. Después de 2
ninutos, atomizande {ambién, apdique soducidén de dcido citadco.

Detenmine ed RL.
La sensibilidad del méiodo es de 5-10 kg. para ed niveld -

minimo de deteccdidn.

Nota,- Se rnecomienda aeplicar 1as muesinas de vandios equi--

poa en una placa, y de sea posible algunos esténdanes.

RE de dos paincipales vaganofoslorzados empleando heptano -

ald 25% en acetaic de etilo:



|
|
Azodain J.418 !
Uemetdn 0.782 |
Drazindn 0.435 i
Etidpanatidn 0.663
Etion 0.845 r
Forato 0.748
Foadnin 0.641
Gutidn 0.373
Malatién 0.853
Meitidparatién 0.464%
Ronned 0.718 :
i

Cuesitionanio.

7.- Suponga que detecta una mancha azul de RL 0.855, si aplicé-
20 ML. de exinacto al cromatofedio y ed nived minime de deiec--
cidn pana este inasecticida porn éste métode, es de 10 my.,

cpuede estan dentro de dos nivedes de JUA?

2.- Si detecta azedain en 4u muesina. ;considera necesaniu und-
evaluacién cuanititativa para aceptaar o aechazan un dote mues—-
tneado?

3.= Cacrnibae ldas eséructuras quimicus de dos compuesios oagano-

Losafenados, con au UL50 pana insectos y mamiferos.

Bibliogratia: 6, 7, 11, 40, 50 y 60.



PabGctica 1.2.6.

Deteaminacién de pdomo en adimenios endatados.

Intrnoduceidn.

La ingestidén diania promedio de plomo para un adudtv es -
de 0.3 mg. ded cual 90% pasa a tnavés del taacto inteslinad sin
4en abaonbido, el 10% nestante es excaetado bajo condiciones -
noamales; se {iene también un nivel de seguaidad gque consiste-
en un almacenamiento en huesos, pero cuando se excede este li-
mite aumenia 4sus niveles en tejides bdandos con 4sus consecuen-
tes alteraciones meiabédicas, funcionales y cdinicas, como da-
inhibicion de la actividad de enzimas que dependen de da pre--
dencia de gaupos sudfhidaido dibres,

Si bien la intoxicacién pon plomo es un problema aciual -
de gran magnitud, su probleméiica es debida més que nada a la
contaminacidén ambiental puesto que el tamafio de panticuda del

plomo ambienial, exagenadamente conceniaado en las grandes un-
bes, es paopicio para gu fécid absoncién pudmonan.

Enine los alimentos, dod més susceptibles de coniaminanse
con pdomo son las latas de alimentos bcidos. Para ellas se tie

nen noamalizado que no deben nebasar dos 5 mg Pb/Kg.

Método.

Se neadiza una digeatién de la muestaa, se extnae ed plo-
me de la misma con cloarofonmo y 4ae fLorma un complefo nojo con-

la ditizona, el cual se cuaniifica espectrofotomeiricamente.

Neacdived,

1) scdde nitadce concenitrado (20 md.]



2) Acido pencddnico (5md.)

3) Soducidén de citrato de amonio.- Disuelva 40 g. de Gcido ci-
taico en 90 md. de agua adicione 3 gotas de indicaedon nofo de-
Lenold e hidaéxido de amonio hasta paoducin un codoa nofizje -
(6 md.)

4) Soducién de clonhidrate de hidroxidamina.- Disuelva en agua
20g. de cloahidrato de hidroxilamina y {leve a 65 ml. agregue 5 gotas de -
indicaedon azud de #imod e hidréxido de amonio hastae logaar un -
coden amaniddo, adicione 10 md. de dietid diiiocarbamato de s0-
dio 1:25, mezcle peafectamenie y deje neposan poa 5 minutos, ex
traiga con ponciones ducesivas de 15 ml. de cdoroformo, hasia -
que una poacién de 5 md. ded extracto no 4e codvaece de amuacddo
al sen agitada da misma con soducidén de sudfato ciprnico al 12.5
%. Arada 2 gotas de indicadoa azud de timod y Gcido cloahidaice
3N hasta codon nosa. Afone a 100 md. con agua desiidada ( 2 md].

5) Indicadorn rojo de fLenod.
6) Hidaéxido de amonio (20 md.).
7] Soducién de cianuno de potasio ad 10% (2 md.].

8) Soducién extractona de-ditizona.- Disuelva 30 mg. de ditizo-
na en 1000 md. de cldorofoamo y adicione 5 mi. de alcuhed. Guan-
de la solucidén de frasce amban a 4°C. Antes de usan exinaiga --
con aproximadamente da mitad de su vodlimen de Gcide nifnice --
1:100, desechando la fLase acuvsa. (50 md.)

¢) Clorofoamo (3 md. )
10) Solucion de Gcidv nitaico 1:100 (20 md.])

11) Soducién patadn de ditizona (10 mg. de difizonu disuelios -
en 1000 md. de cloroformo). Guaade en frasco ambua y refrigerna-
da (25 md.).

12) Soducibén de cianuno amoniacad.- bDisuelva 2 g. de cianuzro de

potasio en 15 md. de amoniaco y afore a 100 ml. con agua (20 mil

13) Soducidén patrén de plomo.- Disuedve 159.8 mg., de nitralv de



pdomo en una mejcda de 100 md. de agua y 1 md, de écido nitanico
afore a 1000 md. con agua, cuando se vaya a emplean, diluya 10-
md, de ésta soducién con agua @ un alozo de 100 md. (35 md.).

Mateniad y Equipo.

matraz aforado de 25 md.

mazteaz aforado de 100 md.

pipetas graduadas de 1 md.

pipetas grnaduadas de 5 md.

pipeta graduada de 10 md.

probeta graduada de 100 md.

pealas de vidadio.

paanidla o mecheno, pinzas y soporte univensad.

matrag micaokjeddah! o un matnaz enlenmeyer de 250 md.

—_ = = W = =y by =

embudo de Liltnacidn.

LIV

embudos de separacidén de 125 md.
vaso de precipitados de 250 md.
vase de precipitados de 100 md.

N =~ =

tubos de enasayo.

espectrofotometno.
Mueatna,
5 g. de un alimento de tipo Gcido endatado o 10 md. de jugo

cilinico también de lata.

Procedimiento.

Pese 5 g. de muestra o 10 ml. 4i se trata de un jugo en un
matray micnokjeddahd. agregue 20 ml. de &cido nitrico y 5 md. -



de bGcido penclénico y digiena en {a campana de segunided hasta-
que da 4olucién 4e acdare. Deje enfrian, fidtne y alene a 25 md
con agua destilada.

Tome una adicuota de 10.0 md. de da muesina digerida y anag
da 20 md. de agua. Agregue 6 ml. de s0ducibén de citrato de amo
nio, 2 md, de clorhidrato de hidroxidamina y 3 gotas de nojo de
tenod. Ajuste el pH con hidaéxido de amonio a 9.0-9.5 (codor no
dol.

Enfrie y aiada 2.0 md. de solucibén de cianuro de poiasio.-
Extnaiga con poaciones ducesivas de ditizona que tomaad un co--
don violeta, cuando esta netenga 4u codoa (verde azud/), indica-
gque el pldomo ha sido extrnaido. Los exinractos de ditijona coléc-
tedvs en un segundo embudo de 4epanracién, Lave da capa acuvsa -~
nemanente deld primen embudo con 3 md. de cloroformo y taanafie-
na esate clorofoamo ad segundo embudo. Adicione 20 ml. de decido-
nitaico 1:100 al segundo embudo y agite pon 30 segundoas, deécai
te la capa de cloroformo (infenion). Extraiga la poarcidén Gcida-
nemanente con 5.0 md. de solucién pataén de ditizona y 4 md. de
d0lucién de cianuno amoniacald agitando pon 30 Jegundod.

Desannodde una cunva patrén de la siguiente manerna: lleve-
170.8, 6, 4, 2, y 1 md. de 4oducién patadn a 10 md. de dcido ni-
tnico 1,100, exinaiga cada uno de ellos con 2.5 md. de soducidn
pataén de ditizona y 2 md. de soducidén de cianune amoniacal,

Lea la absorbancia a 510 nm., ded problema, {a cuava pairdn
y un blanco que contenga 5 md. de soducibn patadn de ditizena y
4 ml. de cianuno amoniecal. Interpode en una cuavae patidn la --

concentaacidén de plemo paza su muesina.

Nota.- (Maneje con extremada precaucidén ed cianurv)

Calcudoas.

o
x
N
u\
*
wn

ppm de Pb =

2
»

o
L=
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donde:
C = Concentracién de plomo en la muestna en Mg./md.
W = Peso de {a muesizna en gaamo4.

Cuestionanio.

1.- cCutd es el objeto de agregan nadicales citrnato y cianuro-
a pH de 9.0 - 9,57

2.- (Qué clase de neaccidn se lleva a cabo entae ed plomo y da
ditizona?

3= Cull es el motivo de que dos enlatados de productos bGei--
doa sean los alimentos que comunmenie estén mas contaminados --

por plomo?

4.- Diga algunas canracienisticas de la enfeamedad denominada sa

tunnismo .

5.- Mencione otras fuentes de contaminacidn poa plomo.

Bibliognatia: 3, 35, 41, 46 y 60,
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CAPITULO 11

TOXICOLOGTA EN EL CONTROL DE CALTDAD DE MATERTA PRIMA

Prnbctica 11.a,.

DETECCTON DEL CONTENTDO DE SULFATOS EN AGUA.

Introduccidn.

La calidad mocrobiodégica y quimica ded agua es de suma im
poatancia en la indusitaia de los alimentos. &L aguae potable no-
debe contenen més de 1 mg./ L. de ningin metal téxico (plomo, -
cromo, arnsénico, sedendio, me:icu.io, fluon), tampoco debe exceden
de 500 mg/L de 46didos totales ni més de 250 mg./L de un 46lo -
tipo de ién, en do que a éstv 4diimo nespecta uno de Lvs Lunes-
que {legan a causan problemas es ed idn sudfaito, que a niveles~
altos tiene un efecto laxante. &£l método propuesic !gravimétai-
co) es adecuado, dado que el nivel de sudfatos debe sea alte pa

na tenen una significancia toxicodldgica.

hétodo.

Los sudfatos son precipitados como sudfatc de Banio y pesa

dos después de un secado.

Reacitivoa.

1) Acido clinhidaico concentrnado. (1 md.)
2) Clorurno de banio 0.1M (5 md.)

Matendiad,
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1 probeta graduada de 50 md,

1 goteno.

1 embudo de decantacién de 125 md.
2 tubvs de vidaio paaa centnifuga.
1 parnaidda.

1 desecadon.

hoano

Muestra,

50 mld. de agua scspechesa & intencionadmente edterada con-

fines didécticoas.

Procedimiento.

Mida exactamente 50 md. de muestra y acidifiqueda ligera—-
mente con 3 gotas de Geido cldonhidaico (un exceso de Gcido in--
caementa da sodubilidad deld sudfato de baniol, ed mediv é&cido -
previene la coprecipitacibn de carnbonatoas,

Caliente da soducién y codoguela en un embudo de sepana---
cién. Agneguela lentamente a 5 md. de cdoruao de bazio 0.1/ con
tenido en una probeta, deje enfriarn la muestra y cenitaifiguela,
decantando el sobrnenadante ad finald,

Seque ed tubo de centrifuga que contiene todv ed precipita
do, @ 100°C., enfnie en un desecador y pede en balanza anallti-
ca. lave penfectamente el tubo, séquelo en el horno, enfrie y -

peaedo.

Célcudoa.

0 x 0,411
0.05 1 .

mg/ { de Sudfato =



27

donde:
0O = difernencia de peso en mg. enine el {fubo vacie y sece y ed

tube con paecipitade, aseco.

Cuestionandio.

1.~ Jnvestigue ed nivel de sulfatos neceduaiv para nepresentar-
un peligro toxicoldgice, e infonrme 44 el ugua que analizé es po

table, no lo é4, o es téxica, con rnespecte a sudfato.
2.~ (Hué difenencia hay entne punganie y caiéatico?

J.- 54 ed producto de solubilidad del sudfato de barnic a pH 6 y
25°C, es de 1.2 x ?0_10, (Qué ponciento de ennon poa éste fac--
ton dleva una deteaminacién de a x 100 ppm. de sulfatos?. a = -

namere ded equipo ad cuad perntenece.

4.~ Que electo tiene ed uso de sulliios en venduna,

Bibliogralla: 24, 46 y 65.
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Pr@ctica 110,

DETECCION DE ANTIBIOTICOS EN LECHE.

Iniroduccidn.

En la leche, da nazén més frecuente de que contenga anti--
bioticos es da mastiiis, trnatada con pinicilina principadmente,
aunque también es trnatada con bacitracina, tetfraciclinas y es--
{neptomicenas, Sus electo indeseabldes no se limifan a las reac-
ciones advernsas que puedan ocuarin en dos consumidones (resis—-
tencic bacteniana pon 4u udo 4subtenapéutico y alenglas, painci-
padmente) sino que también pueden alcanzan una conceniracién su
ficiente pana impedia 4u utidizacién en da elaboracidén de que--
404, mantequilla y yoguath (las bactenias lécticas son muy sen-
aibles a los antibioticos, en tanto que das Gram (-) s0n méas ne
sistente porn do que pueden desannollanse més facidmente y alie-
ran ed alimente ad disminuin da compelencial.

Una vaca traiada contra mastitis alecta un lote de leche -
coarespondiente a Lda produccién de oiras 50 vacas sancs. La penri
cidina es el untibidtico més activo como Linhibidon de bactenias
lécticas. &n quesernia enconirnames que para pastas cocidas que -

se feamentan con Stneptococcus theamophidus y Pavpiond bacieadiun

son asuliclentes 10 U.1, parna afectarde {a calidad, en tanto --
que parc el Chedan se neguienen 100 U.1. y para el Camembent --
400 U.1. poa ditao. Dado que es deficid detectan dosis inferiv-
nes a 50 U.1./1. da soducién ded problema queda en manvs ded --
producton, ed cuad debe descantar la leche producida ain ad ten
cea dia poaterion ad uso de antibiditicos; otrnas soduciones no -
nequdtan muy eleciivas, por ejempdo, 4e cuenta con da enzima -
penicilinasa que ataca a da penicilina, pero nreguiere de la pre
via infoamacidén de que ed antibiotico presente es penicilina y

en qgue conceninacién esid: se cuenta también con cepas de fea--



mentos Ldédcticos que rnesisten dvsis redativumente alias de peni-

cidina,

Metodo.

Se detectan hasta 50 U.1./md de penicildina ¢ sus equivalen
tes de otros antibidticos pon da inhibicidén ad caecimiento de -
un inécudo do cuad se detecta poague ed cloauro de tetralenid -
tetrnazodio peamanece en su fozma incolona, en {anto gue {la rao-
dileracién de micrvoaganismos do neducen a asu foama noja (ﬁv:mg

zan).

Reactivoas.

1) Leche descaemada nefongzada (RSM).- Libre de antibidticos y -
con un contenido de 0.05% de peplona, eatenidijada a 115°C, pon

15 minuios, (5 md).

2) Leche descrnemada neconstituida libre de antibibticos.- dAgne-
gue 10 g de da leche es polvo a 25 md de agua, mejcle gruduadl--
mente da pasta en otzos 75 md. de agua y lranasfiera a un [rasco

estenid de 150 md. preplrese fnesca.

3) Soducidébn de cloauno de TT7C.- soducidn acucsa al 1% de 2,3,5-

cdonuno de taifenid tetrnazodic ( 5 md).

4) Solucién de penicidina.- disuedva tabletas de bencid penici-
lina en agua y diduya a 1 U1 ./md, prepbrese cuando se vaya a u-
san (0.8md).

5) Cudtiveo.- un dia antes de da pabcéica inocude 5 md de RSN --

con una goia de un cudiive grumose de Stneptococcus thenmophdi--
3 g g

dus e incube toda la noche a 37.5°.

Matercad.,
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tubos de ensaye esténides con mance a dos 2.5 y 10 md.
tapones de caucho para tubo de ensayo, esiéniles.
tubos de ensaye.

pipeta de 10 ml, esténid.

pipeta de 5 md. esténid.

pipeta de 1 md. estéanid.

texmémetno de -10 a 110°C.

Laasco esténdid.

baiio de agua para tempenatuna consiante.

mecheno, 1 tnipié, 1 teda de asbeato.

e e T T I L R W

comparadon LoviBond y un disco 4/22.

Muestra.
70 md. de leche fnresca.

Nota.- De prefernencia muesineada de gueserias.

Procedimiento.

Cologue 2.5 md. de muestaa en un fubo maacado a 2.5 y 10 -
md y tapedo con un fapén de caucho y coléquedo en agua hiavien-
do hasta que la Zemperatura aumente 83-87°C (lo cuad 4e {v indi
card un teamdémetro en otrno Zubo simidar con 2.5 md de agual e -
inmediatamente enfnrie ed {fubo con agua coraniente. Admacene a 5°
C hasta que le nealice da paueba (a).

Agite dos 5 ml. de cudtivo en un frasco que contenga lu le
che neconstituida, tapele y mezclelo pon notacidn. A dos 2.5 md
de {eche <tratada con cadon agregue {e leche neconsiifuida has-
ta {a manca de 10 md. (a), tape e invieaia 2 veces; incube en -
bafio de agua a 27.5°C porn 2 heaas. JIncube ad mismo Ziempo 10 md
de leche reconstituida inoculada, como culdtive contiod., Enton--
ces agregue a dvs tubos | md. de svlucidn de TTC, inviec:i.e la-

cube una hoaa méas.
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Invieata y codoque dos tubos en ed compariimienio denecho-
de comparador LoviBond. &n el compantimiento izguiendo codoque-
un blanco que contenga 2.5 md. de muestra y 7.5 md de leche ino
cudada. Cuantifique el codor de la muestaa conira un disco Lovi
Bond 4/22.

Las muestnas codoreadas desde nosa clano hasia nojo (lectu
na de uno o méa) son negativas, ed cudtivo de conired es clana-
nente nojo (lecturna de 2.5 a 3) en ed cago de una muestna posi-
tiva (lectuna menoa de unol, confirmela adicionondo 1 md de la-
s0ducién ded tubo que no dié codoa a 2.5 ml de soducién de hidao
xido de 4o0dio 0.1V, colocandose en baiio a 37.5°C, 4e dedaaaoiz&
2& un codon nofo en pocos minutod.

Panalelamente 4e confinman las lecturas de la siguiente ma
nera: pipetee 0.3 y 0.5 md de solucidén de penicildina en 3 tuboa
y dlevelos a 10 md con leche neconstitudda invculada, t&pelna,—
mezcle pon rotacidén y use 2.5 md. de cada uno en foasma similan-
a da prueba de deteccibn. Los tubos deben ser nvjo (2.5 a 3) av
4a (1 a 2.5) y blanco o 204a muy digerno (manos de unol, coanes-

pondientes @ 0, 0.03 y 0.06U.1./ml nespectivamente,

Cueationandio.

1.~ 5i usted elabona un quesv que se afecta sustanciadmente con
20 U.1. de penicidina/l, y ed método més sensible s0lo detecta-
més de 50 U.1, ; Cémo 4e asegurarla de no tenea problemas poan -

éate facton?

2.- ¢(Considena éste méiodo como propio paaa da invesitigacidén -

cientifica é pana la indusiénia? ;Ponqué?

3.~ Proponga otaa foama de detectar da inhibicién ad crecimiento

de microoagandismes.

Bibliogratla: 4, 18, 46, 49, 60, 62.
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Préctica kit

DETECCION DE ADULTERANTES EN LECHE

Introduccidn.

&L incaemento en ed uso de compuestos quimicos para ed con
tnod de insectos, de enfermedades y en da limpieza y 4anidad de
utencidios ha causado un senio problema a la industaia lechena.
Reaiduos de éstos compuestos han sido enconirados en leche y es
tén considerados como causantes de adulteracién. Dado que la ca
lidad de la leche esté indicada poa su cuenita microbiana, y da-
presencia de edlos puede sen factoa de inhibicidén a la prodife-
racidn de microonganismos, 4e considena que esios productos pue
den 4er usados pana cubrin malas parbcticas de produccidn de le-
che.

Hay también temor de que los aesiduos de compuestos cuatez
nanios de amoniv puedan impedin la multiplicacibén deseable de -
bacternias usadas en da manufactura deld queso. &n tanto que hay-
una considerable controvensia en cuanto al rod de ésatos compues
to4 en la calidad de la leche y produccién de queso, esté fuenra

de cuestidén que no deben estan presentes.

Muesatna.

20 md, de leche adulterada intencionaldmente con algin (os)

aduliterante (4) pon los profesones.

1) Pendxido de hidadgeno.

Reactivoas.
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1) Pentéxido de vanadio al 1% en dcido sudfinico al 6% en agua-
({ 10 md.).

Matenial.

1 goteno
1 va4o de precipitado de 50 md.
1 agitador de vidnio.

Procedimiento.

Agregue de 10 a 20 gotas de neactivo a 10 ml. de muestra y
agite., Un codorn nojo o0 rosa indica la presencia de peadxido de-

hidrégeno.

ii) Hipoclonitos y cloaaminaas,

Reactivoas.

1) Yoduno de potasio al 7% en agua (1.5 md.)
2) Acido clonrhidaico 1 + 2 (4 md.)

3) Admidén solubre.- Caliente 1 g. de aldmidén en 100 md. de agua
y enfaie (1 ml.).

Mateniald.
1 tubo de ensaye
1 agitadon

1 pataidda pana baiio Marnlia.

Procedimiento.



én 5 ml de leche se se nealizanén las pauebas de la A a la

D en tonma sucesiva. Agregue da leche en un tubo de ensaye. adi

cione 1.5 ml. de 4olucién de yoduno de potasio. mezcle lentamen

te pon agitacién y anote ed codor (prueba Al.

Agregue 4 mld. de &cido clorhidrico diluido, me3zcle con agi

tador y anote el coloa (paueba B).

Coloque el tubo en un baRo de agua previamente calenitado a

85°C y deje neposan 10 minutos, enfrie y anote ed wdldor (paueba

c)l.

Agregue de 0.5 a 1.0 mi. de s0ducién de almidén al liquido

bajo el cuajado y anote el codon (prueba 0).

Prueba

1:1000
Caté-

Amanilden
to.

Calé
Amanridlen
to. e
Caleé

Amanidlen
to.

Azud
plnpuna

[
1
i
1

Concentracibén de clono disponible

1:2000 .

Amariddo’
intenso |

Ananillo:
intendo

ARGALLLS:

intenso

E Azud
plnpuna

1;5000 |

Amaaillo?
pélido

Ana&iiloi
brillante

Amanriddo

Azud E
plapuna

1:10000

EAmaaillo

nogo

| |pénpurna
ilogcuro

!
1
1
L
1
'
I
1)
I
]
]

1

1:25000

Amanildo '

pélido

a2odo
plapura

'|1:50000.

|pléapuna.
|pédido

Aha&iliq

b

rojdo

iii) Compuestos cuateananios de amondio.

Reactivoas.



1) Soducibn indicadond.- Deauedve 0,05 y. de euscia en 10U md.-
de acetona, poco antes de wealigan da préciicu ugete !0 nd. de-
éata soducidén con 90 md. de tetnacldoetanv y 1 y. de &cedo calad
co, Lidtrneda ( a md ).

2) Buften.- 25 g. de Gcido cliiaecu se disuedven en 100 md. Jde ¢
gua y 4de ajusta el pH a 3.5 con 4oducidén de hidadxido de aminio
al 50% (aproximadamenite 50 md. se requienen ) ( 0.2 md.).

Materndiad.

2 tubos de centaifuga

1 centnifuga

Procedimiento.

A un tubo de centaifuga agregue 1 mi, de leche, 5 ni. de a
gua 1 ml. de sclucién indicadora y 0.2 md. de buffen, agite - -
Luente 10 segundos y centrifugue pon 5 minutos a 3200 apm.

Si hay presentes compuestos de amondio cuuteananio, da capa

ded fondo tiene un colon nojo.

Cuesationaaio.

1.- Diga ed lundamento quimico de los 3 métodos.

2.~ (Qué problemas toxicoedégicos puede ocasionan {a ingesta de-

hipoclonitos y clornaminas?

3.~ ¢€xiste alguna susiancia quimica que se peamilia adicivnan -

a da leche de consumo humano?

Bibliogratia: 4, 6 y 49.
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CAPITULO 111

TOX7COS GENERADOS POR PROCLESO

Précticu TIl.a.

DETERMINACION DE METANOL EN SU VINO*.

JInitrnoduccidn.

La feamentacién alcohédica efeciuadas pon levaduras no pro-
duce metanod; sin embango, 44 una fuente es muy aica en pecitinas,
{a adicién de enzimas pécticas eleva el contenido de metanod, --
poaque da pectinesaternasa hidrnoliza dos grupos metoxilos de da -
molécula de pectina: porn do cual 4i los jugos Leamentados se u-
tilizan pana elaboran brandies, no es conveniente usan enzimas -
pécticas pana su aclaramiento.

Ed metanod tiene fundamentalmente accidn narcética parecida
al etanod. Pero pon ed contranio, ed catabolismo inteamedianio -
del metanod produce la foamacién de foamaddehido hasta dcido Lén
mico. Las acciones téxicas son debidas predominanitemente al &ci-
do féamico y aparnecen aproximadamente a das 24 horas. S56do en el
hombre y dos monos aparece da ceguerna pon degeneracién de da ne-
tina. &L metanod se elimina en menva paoponcidn que ed etanod, -
de ahi 4su acumudacidén progresiva, y debido a su afinidad porn dua
enzimas fearoginosas, inhibind la nespinacién celular panticulan
mente la de los tejidos més sensibles como son el tejido neavio-
40 y ed nelindianco.

Ed alcohod metidico es un diquido incodono volatid (p.eb. -
66°CJ) de baja densidad ( C = 0.797), que presenta un odon seme--
dunte al etanol y con caracitenisticas [isicas andlogas. Pana su-
detewminacién en presencia de etanod exisien dos métodos geneaa-

les de uao comin: poa oxidacidén quimica a foamaldehldo y foama--



cién de un denivado codoreado y por cromatografia de gases.

La oxidacién drnésatica ded metanod pasa por foamaddehido, -
después a beido féamico y, porn adéima a anhidaido caabonico y -
agua. Sin embarge, {os agentes menos dadsticos, como peamanganu
to de potasio en mediv Gcido nos liberen excluscvamente formald-
dehido y éste compuesto presenta una senie de neacciones sensi-
bles, por ejempldo con el neactivo de Shilf. Ademds puede neac--
cionan ed foamaldehide con dimetidanidina (técnica de Taidlct),
también produce una codonacidén nojo grosedlda con ed neactivo de
Schayver: y se ha visto que porn calentamiento en medio sudfini-
co con Gcido cromoitrbpico de una codornacién nofo viodeta extre-

madamenie sensible y de una adecuada especificidad.

MET ANOL ALCOHOL FORMALDEHTDO  ALDEHTDO AC. ACETICO.

CATALASA
PEROXTDO DE HIDROGENO

v

(CEGUERA: ATAQUE A LA v
RETTANAT INCLUSO EL (4ACTDOSTS )

FORMALOEHI DO ~————vFORMALDEHTLO PUEDE SER
FORMADO EN LAS MISMAS
CELULAS RETINIANAS. )

Método.

Consiste en sepanan ed metanod de los constituyentes no vo-
datides pon detidacién simple, pana después oxidarn el metancld a-
aldehido féamice, ed cuad se hace reaccionar con lGcido crvmoind-
pico, pana desarnoddar una codoracidn da cuald se lee especinofo

toméiricamente y 4e deteamine en foama indirecte ed conienido de
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este adcohod.
Reactivos.

1) Solucibén pataén de metanod.- 1.3 ml. de metanod (bien medido)

4e codoca en un mairai afonado de 1 litno, aforandose con agua-
destidada (1.8 md.)

2 doducidén de pernmanganato de potasio/becido fosfonico.- Disod-
ver 3 g. de peamanganato de potasio en una me3cde de 15 ml. de-
deido fosféaico y 70 md. de agua y {levaar a 100 md. con agua --
destidada, (12 md.).

3) Soducidn de beido oxbldico al 5% en una mezcla de Gcido 48dfu
adice agua en una aedacidén 1:1. Nota.- ésta mezcla se debe pre-
paran con mucho cuidado y trabajanse en frio (baiio de hiedo), -
adicionande el &cide al agua lenitamente y con mucha precausién.
( 12 md. ).

4) Acide caomaiadpico ad 5% ( 5md.).
5) Etanod al 5% en volumen (v/v) (18.2 md.).

6) Acido sudfunico concentrado. (30 md.)

Mateniad y Equipo.

equipo de destilacién simple con capacidad de 500 md.
probeta de 50 md.

juego de mecheno Bunsen con manguerna y teda de asbesto.
soponte univensad,

pinsas pana nefnrigernante.

teamémetrno de 0 - 100°C.,

recipienie pana baito de hiedo.

~ =y = = =

mainaces aforados de 7100 md.,
matraces alozrados de 25 md.

pipetas gaaduadas de 1 md.

NN NN

pipetes graduadas de 5 md,
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2 pipetas garaduadas de 10 md.

1 bureta de 50 md.

1 zecipiente de baito mania.

especinolotimetrno con juego de ceddus de videio de 1 cm. de paso
de dugz.

Procedimiento.

De acuerdo ad contenido alcohédico neporzado pon la bebida
se nealizard la dilucién connespondiente para que la bebida gue
de a un 5% de etanod (v/v]. De ésia manera de la muesirna ajusta
da, se colocan 100 md. en el equipo de destilacién simple y se-
procede a destilan. Se codectan los primencs 15 - 20 md. y éste
destilado se afora a 100 md. con agua destidada.

Del destidado se Zoma una alicuota de 5 md. y se deposita-
en el fondo de un matnaz aforado de 25 ml.; a coniinuacién se -
de adiciona con bureta 2 ml. de la solucién de peamanganato se-
de coloca ed tapén y 4se agita, se deja que peamanezca por 15 mi
nutos a tempenatuna ambiente. Transcunnido el tiempo, se de adi
ciona 2.C md. de mezcda &cido oxélico-bcido sudfinico, tapando-
y agitando, y con mucho cuidado 4e afloja el tapén para permi--
tin da salida deld dioxido de carbono Liberado: se deja otrnoa 15
minutos, después deld cuad se procede a adicionaz 1 md. de Gcido
caomotabépico y con ayuda de una buzeta se le adicionan 5 md. de
beido sudfiétnico concentrado (PRECAUCION: EL Geide debe estan -
do més frio posible y debe nesbalanse pon la paned ded mataazl;
a continuacidn se sumenge en un bailo maria que esté entre 65- -

68°C. y 4e deja en &l por 20 minutos.

Una vez pasado el tiempo estipudlado, se enfaria el mataraz--
al choaro de agua y se afore ad volimen con agua destilada, Se-
toma toma una fraccidn homogenizada que se lee en el espectnofo
témetno a una longitud de onda de 570 nm.
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Una alicuota de 5 md. ded destilado se trabajaré en la mis
ma foama que la muesitna, con da difenencia de gue en dugan de -
adicionarde 1 md. de &cido cromotrdpico, de sustituiné pon agua
destilada (BLANCO DE MUESTRA) .

A su ve3 4de tiene que coaren una cuava esitandar, para lo -
cual se prepanan los siguienies matraces de acuerdo a la tabla-
anotaeda a condinuacién:

MATRAZ B 2 L3
Soducién patrén 0.0 0.3 0.5 1.0
Solucibn (5] 5.0 4 4.5 4.0
Soducidn { 2] 2.0 2.0 2.0 2.0

15 minuios temperatuna ambienie

Solucion (3) 2.0 2.0 2.0 2.0
15 minuios Zempenatura ambiente

Solucidn (4) 1.0 1.0 1.0 1.0

Reactivo (6) 5.0 5.0 5.0 5.0
20 minuios 4sobre 65-68°C

Entriar ad chorro de agua y aforar a 25 md. con agua destila

da, {leea absorbancia a 570 nm.

Céldcudoas.

Consdidenando que lda soducibn pataén tiene una concentracidn
de metanod de 1 mg/md, inteapolan la lectuna de su muestra en lda

curva estandar y neporitan ed contenido en su bebida en ppm (mg/1)

Cuesationandio.



1.- ¢La capacidad parna metaboldizan etanod y metanod en ed hom--

bre es iguad?
2.- ¢(Coémo se traita una intoxicacidén cen metanod?

3.- Apante de bebidas alcohédicas: ;én qué alimentos podemos -

encontran da presencia de metanod?

4.~ ;Qué funcidén tiene da adicién de da mezclda de &Gcido oxélico

Geido sudfiinico en da deteaminacidén?

5.- ¢Con qué neactivo (4) se puede susitituin el &cido cromoiad-

pico?

Bibliograftia: 1, 13, 19, 21, 42 y 49.
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CAPITULO IV

EVALUACION DE PROCESOS DE DETOXIFICACTON

Prnéctica IV .a.

OETECCYON CUANT ITATIVA DEL ACTD0 CIANHIODRICO COANTENIDO EN
SEMILLAS.

Introduceddn.,

Ed beudo cianhidrnice es un téxico de Lacid absorcién poa -
ed trnacto digestivo, Se combina con hemopaoitelnas, paaiiculan--
mente con da citocromo oxdidasa inhibiendo da respiracién cedu--
darn. Su OL50 es de 0.5-3.5 mg/kg de peso conporcd. Existe una -
exposicidn buge de HCN con ed humo de tabaco, da dieta y aimés-
Lena contaeminadas, pero éstas pequeiias cantidades son excaetadas
como fiocianaito gracias a da rhodanasa.

Se le encuenirna en muchos vegetales como glucbésido en pro
porciones de 0,005-0,2% de cianuno. Inteavienen en el controd -
de ucciones enzimbticas toman paate en la fotosintesis de com--
puestos nitrnogenados y neadizan da funcién de proteccidbn contaa
depredadones. Los glucbsidos porn si solos no son téxicos, 4ino-
cuando pon da cianogénesis efectuada pon B- glucosidasas e hi--
drnoxinitridiascs se nompe el enlace glucosidico, liberando Gedi-
do cianhidaico junto con cetonas alifbéticas o aldehidos arombti
cos pudiendo esios Glitimos, también tenen efectos nocivos.

Los glucéaidos, con excepcién de la toxifilina no son ten-
molébides, pero 4i las enzimas que libeanan el HCHN; la prepana--
cibn tradicionad de Leguminosas (nemojade, macenado y coccidénl)-
eliminan ed HCN, que es muy voléitid, y dado que ed hombre no —--
contiene B-gluccsidasas y la acidey de los jugos ghatnicos no -

es sulicieale para dibenarnlce, ed pacblema se neduce a:
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a) Fngenin el producto crude (ejemplo almendaas amangas).
b) Ingenin ed producto cocido junto con vegetales crudos que -
coniengan das enzimas, aunque poco 4e conoce al respecio.
c) La presencia de cieatas bacterias ded inaclo intestinal bajo-

que apaaeniemente pueden hidrolizaa amigdalina.

Métedo.

Se induce da cianogénesis y ed HCN es desiilado para gue -
al contacto con el nitrato de plata, precipite como cianuzo de -

plata y sea titulado el exceso de nitrate de plata.

Reactivoas.

1) Nitrato de plata 0.02N (30 md.)

2) Sudfacianuno de potasio 0.02N¥ (30 md.)
3) Acido nitrnico concentaado (1 md.)

4) Indicador de alumbre fénnico.

Mateniad.

modino manuald o licuadona.
tamiz ded #20

matraz kjeddahd

matraz Ealenmeyer de 250 md.

- =a =a =3

sistema kjeddahld para destidacidn
1 Yooch paeparado con asbeste y alargadera
1 matrnaz Ritasato

1 buneta de 25 ml. con piejzas y soponte.

Muesirna,
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&L 50% de dos equipos tarabajard con faijod Lima de un mismo
dote, da mitad de edlos prepararén con aniticipacién dos faijo-
des asqi: nemojado, cocido, modido y calentadv a casdi sequedad:
de otra mitad los trabajané caudos [ pesarén 15 g de muesizal.-
&l nestante 50% analizart almendras amarges de un mismo dote, -
da mitad las analizané caudas y da otra mitad tostadas (pesarén
70 g de muesinal

Procedimiento.

Muela la muesitra hasta que pase poa ed tamii, péseda con -
img de exactitud y agnégueda a un maina3 kjeddahd, agregue 17100~
md de agua y mantengalo a 10°C poa 2 horas, entonces agregue o0-
tnos 100 md de agua. Prepane el aparato de destilacién de modo-
que el extaemo ded condensadon esité sumengido en da supeaficie-
deld digquido necepton (30 md de niirnato de plata 0.02 N acidili-
cado con 1 md de écido nitrnicol) e inicie la desitilacién. Cuando
se han destidado 150 md. fidtne ed destidado a través de un Go-
och, y dave éste y el necepion con poca agua, combine ed filiza
do y ed agua de lavado y titule el exceso de nitrato de plata -
con sudlocianuno de potasio 0.02 N usando como indicadon alum--
bra fénnico. €L tin de la titulacidén 4e determina poa ed codon-
aodo que 4e foama cuando una goia adicionad de tiocianato aeac-
ciona con ed indicadon dando una serie de complejos de tiaciana
to téandico.

Deteamine dos mg de HCN destilados y el ponciento de este-
en da muesina. Recuernde gue 4e tnata de una deteaminacidén indi-

necta.

7 md de nitrato de pdata 0.02 N = 0.54 mg de HCHN

Cuedtionaaio.



1.- ;Porquée se debe manitenen el macenado en [rlo pea 2 horas?

2.- Podria Luncionan éste métode pana la evaluacién de HCAN en-

hojas vendes de 4songe? ;Poaqué?

3.- De acuendo a do que detecté en su muesina, ;Cuantes gnamoas-
de edla necesitaaria ingenin. un hombre de 70 Kg para sufnin una

intoxicacién fatal?

4.- Escaiba la neaccidén enzimbiica de cianogénesis pasa un glu-

cbadido.

Bibliogratia: 26, 35, 37, 39, 46, 60 y 67.
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Pabclica IV b,

DETERMINACTON UE AFLATOXINAS EN SEMILLAS.

Introduccidn.

€L ténmino aflatoxina engloba alrededon de 14 compuestos -
heternociclicos considenados cumaninas modificaedas, y son das mi
cotoxinas més imponitanites en cuanto a su insdidencia y foxici--

dad. Son productos principadmente pon Aspengilus fdavus. A. peza

diticus. A ornizae y A. Wentii que son sopadfitos y productones

de esponas nesistenies: sus metabolifos (allatoxinas) son gene-
nadvs en da fade estacionaaia deld desarnollo ded hongo y tienen
un notabde efecito antimicrobiano, aungue no todas das cepas 4gon
capaces de produciados. Su produccibén se fLavonrece con la abun--
danciac de carbohidrnatos, humedad ded sustanato de 10-18%, hume--
dad nelativa mayon de 70%, tempenatuna de 12 a 47°C (Sptima de-
30°C] Le 4incidencia mayor 4e presenia en productos mal almacena
dos é sobremadurnados. Los gnanos mas susceptibles son taigo, --
arroz, mai3 y cacahuate. &1 dato fisico de la semilla la predis
pone para ed ataque lingico. Las 3onas tropicales son dos més -
alectadas.

Su accibén téxica se da en la supresidén de la sintesis ded-
RNA mensajero, aleciando principaldmente tejido hepbtico, dlegan
do a causan céncen en humanos poa intoxicacibén cabnica de 15 mg
kg dia. &1 caso mbs importante de afllatoxicosis ocuanid en La -
India en 1974 afectando alrededox de #00 pensonas de las cuales
munieaon 100, el agente contaminante, mai3z, pnesentaba nivedles-
de 0.25 a 15.6 mg/kg.

lna ingesta de 0.33 mg/kg de alimento en vacas nesulta en-
7 Mg/d de aflatoxina M2 en deche (N1 es un deaivado hidavxidado
de da B1), lo que ya nepresenia un niesgo pana lda salud sobae -

todo en infanies., La painciped aflatoxina es la B1, que esld --
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presenita en do gran mayerla de las muestnas alectadas.

o 0
B1 LO50 onal so0bne patos de 1 dia
de 18.2 M43/g de peso conporad,
| P. Lusidon 265°C.
\ Emite fluorescencia azud, con md

| xima emisdidén a 425 nm.

METODOS DE DETOXIFICACION

1) Téamico.- Jnoperante pues las temperaturnas nequeridas afecta

alan da aemidda.

2) Extraccién con disodventes.- Resulta caro peao da aesuditados
satisfactonioas.

a) acetvna - agua (90:10) en semillas de algodén se loegra ex---
traen ed 97%, eliminande a la vez dos bcidos dibres, gosipod y-
da mitaed de la nefinosa, perc nequiene ded disclvente muy purc-
y una baja tempenatura (para evitan 4abores exinaiiosl.

6] Melaximetano nesuldia muy electivo en haaina de cacahuate.

c) Solucién de cloruno de cadcio en caliente sobrne semidla d» -

cacahuate.

3] Quimico.

a) Amoniaco o meiid amina dlegan a eldiminan un 78%, pero presen
tan problemas de odorn y reduccidén ded vadon nuinicionad.

b) Peadxido de hidadgeno es efectivo, svbre {odo con da B7.

c) &L #natamiento adcalino a 100°C dé buencs nesultados, como -

ejemplo la nixtamadlizacién en México

4) Radiaciones.- La duz U.V. potente no es efectiva en semillas
pero 44 en acedites, incluso en el aceiile de coco 4e neduce du-

toxicidad con exposicién a la luz solan.
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5) Micaobiolégico.~- &L Flavobacteaum aunaniiacum, que es un mi-

crooaganismo no paitégeno da zeduccién ded 85% en soya y casdi --

100% en malz y cacahuate.

METODOS ALTERNOS DE DETECCION

1) Métodos "Fidtro".- Se utilizan por sea nbpidos y sencillos,-
das muesinas s04pechosas deben ser confiamadas porn anblisis méas
precidos.

a) Método de campo.- se basan en la Lluorescencia amanidlo ven-
dosa baidlante que dan las muesirnas contaminadas ad aeplicarndes-
da luz U.V. de 365 nm. Daendo aproximadamente ed 50% de falsos -
positivos y algunos falsos negaiivos.

Referencias: 5 y 5%

b) Método de papel fidtno.- exitnaccién con metanol, deshidrata-
cidn, 4duspensidn en benceno y eplicacion al pepel Lidtano paza -

obsenvan fluorescencia con luz U.V.
Referencia: 31

2) Métodos biolbgicos.- incluyen los que emplean microonganis--
mos4, animales, Saganos y tejidos animales, y plantas: detectan-
dv las toxinas poa inhibicién ad crecimiento, cambio de pigmen-
tacidén, mutaciones, muente, cincen hepbitico, cambios eitomorfo-
légicos, decremento en la viabilidad del embaidn, hipeaplésia -
inducida en conductos bilianes, inhibicidn 6 estimulacién del -
metabolismo deld DNA y agotamienito de clorofida.

Referencia: 64

3) Método CO (Contaminacién Branchl.- Combina técnicas de ex--

trnaccién diquido-diquido con cromatogacflia de paaiicidn.
Refenencia: 12

4) Método de cromatograflia en capa fina.- peamite punificar no-
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taminan da muesitna.
Referencia: 55

5) Eapectrofotométnico.~ 4se basa en la absoncibn a 363 nm poste

nion a una punificacién pon cromatograflia en capa fina.
Refernencia: 45

6) HPLC.- &L méiodo pon cromatognatia liguida da alia presién eas
ed método més senaible y peamite el aisdamiento de las acdoioxd
nas paincipales como da B1, B2, Gi, G2 y otrnas de menor trecuen

cia o impoatancia.

Referencia: 48

Método.

Se propone un método de minicodumna, gue es barato y accesi
ble a las condiciones deld daboratonio, ed método esté& modifica-
do para que a paantin del extractv punificado sea aplicable la -
deteccidn por cromatogaafia es capa fina y HPLC, y d& la posibi
didad de hacerse semicuantitativo mediante el empleo de esténda
nes de aflatoxina pon comparacién de la emisién fluvnescente. -
Tal cual, se puede consideran como un méitodo "[iltro" de una e-
Liciencia supenion a los mencionados en ed inciso 1 (detecta --

hasta 10 yg/kg, de aflatoxinas totales).

Reactivo4s.

1) acetonitnidlo-cloruro de potasio acuoso ad &% (90+10) (200 -
md).

2) Eten de petnbleoc (100 ad.)

3) cdoaurno Léanico ad 10% (10 md.)



52

4) hidadxido de sodio ad 4% (10 ml.)

5) cdonotoamo (7100 md.)

6) cloroformo - acetona (90+ 10) (5 md.)
7) Acido aulfdnico al 25% (5 md.)

8] Agua oxigenada.

9] Suldfato de sodio anhidro.

10) tibre de vidaio.

11) Alémina neutna.

12) sidica ged.

13} Ltdoniaid.

Mazteriald.
1 dicuadora.
1 potencidmeino
1 embudo de separacién de 500 md.
1 matraz kitasgato con conecciones pana vacié.
1 equipo de destilacidn aimple.
1 embudo de [idtnacibén népida.
1 Zubo de vidrnio de 6 x 200 mm.
! vaailla de vidaio de 6 x 200 mm
1 probeta graducda de 250 md.
2 probetas graduadas de 100 md.
7 bureia.
1 propipeta.
2

vasos de precipitados de 250 md.
1 vaso de precipitado de 600 md.
paped Liltno cuelitativo.

lampana de duz U.V.

1 caje de madera o cazxidn.

Nota.- todo ed material debenré estan limpio y seco.
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Muesitna.

€L 50% ded grupo trabajanld con mal3 en sus disiintas vardie
dades y foamas procedadas, el 50% nestanie do hard con cacahua-
te. Ambos debenén sen clasificados previamente en su aspecto, -
presencia visible de hongos, pornciento de grano deiado y desii-
no de la semilla (alimentacién humana, animal o siembral. Se u-

4anén 509 de muestna.

Procedimiento.

a) Preparacién ded ged.- 4e mezelan 100 md de agua destilada ~-
con 10 md. de cdoauno féanico ald 10% y 4e titula con agitacién-
contlinua hasta pl de 4.6 empleande hidaéxido de sodio al 4%.

6) preparacién de da codumna.- Se empacan en el orxden menciona-
do, comprnimiendo con lda varildla y cuidando en cada paso de dejan
una superficie plana y compacta de dos siguientes mateniades: Li
bra de vidaio (6 mm), sudfato de sodio enhidao (10 mm), Lloaisid
(10 mm), silica ged (18 mm), alimina neutra (10 mm), sulfato de-
4odio anhidro (10 mm) y fibra de vidaio (6 mm).

1.- Preparacidén ded extracto.- Se pesan 50 g de muesira y se di-
cian con 200 md de acetonitrido - KCL al 4% ( 9+1), a alia velo

cidad por 2 minutos, de fidtaan 100 md del sobrenadante.

2.~ Desgrasado,.- Se codocan los 100 md filtrados en ed embudo de
geparacién y se le efeciuan 2 exirnacciones de 50 md. de éter de-
petniédeo.

3.~ Decodoracién ded extracto.- Se agrega ed ged al embudo y se-
agita pon 2 minutos, se deja neposar 2 minutos y se daenan dos -
100 md de muestra decodorada.

4.- Exitnaccidn de las micotoxinas.- Se mezclan en ed embude Los-

100 md de exitracio con 50 md de clonofoamo, 4se agita y se dnena-
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racdién con otros 50 md. de clorofoamo.

5.- Concentnacidén ded extracto.- Se evapora por desiidacién a-

proximadamente ed 95% de clorofoamo.

Nota.- Después de la evaponacién totald ded sodvenite es posdibdle
deguin da defeccién pon ed método de cromatogralia liquido-gaas
o de capa fina, detectando aellotoxinas, escaipenos, ocnatoxina,

3eralenona y rubratoxina.

6.- Deteaminacién.- Se conecta da minicodumna al vacio y 4e a-
fiade con propipeta el concentrado clonolbéamico, 4e aniaden 5 md
de clorotormo-acetona (9:1) come eluyente. Se cierna el vaclo-
antes de gue da columna se seque, 4e codoca ésta en una cdmara
obacuna y se obsenva aplicandode duz U.V. a 366 y 254 nm. De -
obsenvarse fluonescencia, se conecia nuevamenie adl vacio y se-
le aplican 5 md de Gcido sudfbnico al 25%, obseavandolda nueva-

mente a 366 nm.

7.~ Jnienpretacibn.- Las aflatoxinas B dén fluornescencia azjul-
y das G la dén vende; con méximos de emisién a 425 y 450 nm --
rnespectivamente; ademés esta Lluorescencia se vuelve amaaiileg
ta después de da accidn deld écido sudfinico. Pon do tanto, unc
muestna que daa conienga, daré fluorescencia azud, veade o a=--
3ud veadosa a 366 nm, nofluorescend a 254 nm y a 366 la daré -
amarillenta después de la accién ded Gcido. Dado que es posi--
ble la presencia de interferencias no se puede afliamar que una
muestrc que predenie esas canacienisiicas tenga afletoxinas,-

pero exiate una alza paobabididad.

Nota.- Se agrega agua oxigenada al matenied y sustancias que -

puedarn contenen aflatoxinas, después de la deileccidn.

Cuesitionanio.

1.- Compane das féamudas estrucitunales de das aflatoxinas 67, -
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62, G1, G2 y .

2.- Oiga cual es la razén poa da cuad el méiodo de detoxifica-
cibn pon exitaaccidn con sodvenies no peamiie {u ediminacién to

tal de las aflatoxinas en un dote.

3.- (Qué desveniaja paGectica predente ed uso de Flavobacteaium

aunantiacum en da detoxificacidn de un lote de haaina contami-

nada?

4.- Si tiene el método a, que d& 25% de falsos positivos y 0%-
de ftalsos negativos, y el método b, que dé& 5% de falsos posdtdi

voa y 2.5% de falsos negativos. ; cubld empleania ? ; Poaqué ?

5.- Suponga que en el paso (5) ded método empleado, lleva a se
quedad, nediduedve en 0.1 md. de clorofoame, inyecta ad cavma-
tégrafo liquido-gas, y obifiene un cromalfograma cuya interpaeta
cién indica 0.020 mg de B!, 0.02 mg de 82 y 0.03 mg de Gt e
Jqué concentracidén de aflaioxinas en yp/kg tiene la muestra?

6.- Mencione 2 compuestos que causen intealenencia en ed méto-

do empleado.

Bibliogratia: 2, 5, 12, 23, 31, 45, 48, 53, 54, 55, 56,
64 y 66.
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CAPITULO V.
TOXICOLOGIA EN LA TFNVESTIGACTON

7.- EXTRACCION DE TOXICOS PARA LOS ESTUDIOS DE EVALUACTON
TOXICOLOGICA.

Practica V.7.a.

EXTRACCION DE CAFEINA.

Intrnoducedidn.

La cafeina junto con otrnas 600 sustancias, necibienon la --
claqif icacién de GRAS en 1958. &n 1978 ed comité sedleccionado-
aobre sustancias GRAS sujetas a nevisaibn concluyé "En tanto no-
haya evidencia en la infoamacidn que demuesire que {a cafeina -
es pelignosa pana el piblico, cuandc es usada en bebidas tipo -
coda, a dos niveles manejados actualmenie y en la manera ahora-
prbciticada, da duda exisiente nequiere gque sean efectuados esiu
dios adicionales". pon consecuencia 4e han efectuado una gran -
cantided de pauebas estadisticas y de laboratonio para la evalua
cibén de su toxicided., A da Lecha no hay pauebas concluyentes: -
dentro de los efectos de que se ha sospechado, Liguran idcena,-
daiioa carndiovascudares, chncen, tumones en pecho, alteraciones-
en el nacimiento y desanroddo de infantes, y daios el sistema -
neavioaso centnad. Las pauebas hasta ahora neadizadas sodo han -
podide demostraa algunos de estos efectos en animadles de ldabora

tondio, peno a desis exageradamente elevadas.
Método.
Se trata de una extraccidén con cldoroformo y un secado.

Reactivoas
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1) Fennocianuno de zinc ad 10.6% acuvso ( 5 md /.

2) Soducién de acetato de 3inc.- 21.9 g de acetato de jinc cais
talizado y 3 md de dcido glaciad aforados a 100 md con agua --
{ 5 md ).

2) Aminiaco ad 0.88% ( 10 md ).

4) Hidanéxidoe de 4sodio 1N ( 10 md ).
5) Cdonoloamo ( 7150 md /.

6) Alcohod etidico ( 10 md ).

Mateniad.

saistema para nellujo.

mataaz aforado de 100 md.

embudo de fidiracidén répida.

embudo de decantacién de 250 md.

vase de precipiiades de 250 md.
avtvevaporaden o paanidda para baie menia.

estula

B R R O T T Y

paped fidtro.

Mueataa.
25 g. de café sodublen
Noita.- Se necomienda que 4e trabaje con tuvdas las mancas e-

xistentes en ed mencado.

Procedimiento.

Refluje 25 g. de muestra en 200 md de agua por 30 minutoas,
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evapore hasta un volimen apaoximado de 80 md. agregue 5 md. de-
Leanocianuro de zinc y 5 md de so0ducidén de acetuto de zinc, afo
ne a 100 md. agite y Lidtrne; %ranslienc a un embudo de separa--
cidén después de haber medido el volumen de filtanado, agregue 10
md. de solucién de amoniace y exinaiga 5 veces con poaciones de
25 md de cdonofoamo.

Lave los exiractos con 10 md de soducién 1 N de NaOH y lue
go con 10 md de agua. Agite los liquidos de lavado con un poco-
de clorofoamo y agregue este a los exiractos. Evapone con ed no
toevaporadon, seque a 100°C en la esiufa y pese la cafelna.

Desarnodde un proyecto mediante el cual se tome a la cafel
na, como base para nealizaa una paueba toxicoddgica (ej. OL50,-
toxicidad cadnica, nespuesta neavicsa, etc.) especificando tipo
y edad de los animales a utidizarn, dosis, via de administracién
parntmetros a evaluan, dunacién de ldas pruebus, e intenpretacidn

estadistica de nequltados,

Bibliografia: 6, 25, 33, 49 y 60.
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2.- EVALUACTION DE LOS NIVELES DE UN TOXICO EN ALINENTOS NATURA-
LES,

Prbéctica V.2.a.

DETECCITON DE OXALATO.

Intrnoducecdidn.

Se encuentran oxalatos a niveles elevadvs en muchos alimen--
tos comunes, por ejemplo, da espinaca tiene de 0.3 a 1.2 [ en ba
se himeda), el nubarbe 0.2 a 1.3% y el #é de 0.3 a 2.0%, acumula
do pnincipalmente en las hojas.

Efectos agudos.- Gleason enconiad que pueden danse inloxica
ciones agudad por da dingesta exagenada de éaie tipo de planias-
presentandvae cuadros de gastaventeaitis coanosiva, shock, din{g
mas convulsivos, dafio nenal y muente.

Efectos cabnicos.- Aproximadamente la fencera pante ded oxa
dato urinario es denivado ded &cido ascérbico, cantidades simida
neq provienen de la glicina, en tanto que sodo unos poces mg vie
nen ded oxalato de la dieta, ded cuald sodo se absonbe del 1 al -
6% de do ingeaido dunanite una comida nonmad o de 30 a 50% si s0-
do se ingiene da planta contenedora, porn do que su aod ea da fon
macién de célcudos nenales es de dudosa impontancia. lUn proble-
ma més serio puede presentarse en dietas deflicientes en calcic y
vitamina 0, pues disminuye el calciov disponibde, deteaiorande eld
canecimiento.

én da alimentacién animad puede ovcacivnar probldemas senios,
con excepcion de 4i se administaan ésiaas planias a rumiantes, --

pues es degnadade pon das bactenias ded numen.

Método.

&L oxalato se precipita, punifica y titula oxidiméiricamenie
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por da accién del permanganato que lo oxida a didxido de carnbono.

Reactivoas.

1) Paped indicador de inteavalo corto, pH 3.5 - 5.5.
2) Peamanganato de potasio 0.01N prepanado antes de usar (25 md)

Nota.- Revise ' preparacién y edsiandarizacién en da bibldiogra--

fia.

3) Solucién bufter de aceiazos pH 4.5.- disuedva 0.25 g. de clo-
auno de calcio anhidee, en 5 md de dcido acético diduido 1+1 y -
agreguedo a una soducidén de 3.3 g. de acetato de sodio diduido a
5 md. (10 md.]

4) Liquido de lavado.- diduya 2.5 md de &cido acéiico a 50 md. -
con agua, agregue oxalato de calcio en polvo, agite y deje zepo-
4an, nepita da openacion hasta que satune la solucién, enfrie a-

4°C y justo antes de usando, {idtredo, manteniendodo faio.

5) Reactivo de Gcido tungito-fosfbrico.- disuelva 0.25 g. de tungs
tato de sodio dihidratado en una mezcla de 0.4 ml de bcido fosté
nico y 5 md de agua, entonces diduya a 10 md con agua ( 5 md.).

6) Adcohod capaidico.

71 Acido clozhidaico 6N (55 md.)

&) Acido clonhidaico 6N (55 md).

9) Acido sudfinico 1 + 9 ( 10 md ).

10) Papel {idtro de poro grucso y Whatman #30.

Matendial,

1 licuadona,

1 bureta de 25 md. con pinzas y 4soponte,
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vaso de precipitado de 800 md.
matrnaz aforado de 500 md.
matrnaz afonado de 100 md.
embudo de fidtracién népida.

7
7
1
7
2 matnaces Erdenmeyen de 50 md.
2 tubos de ceninifuga.

1 pipeta de 10 md.

1 varidda de vidaio.

1 paanidla pana baiio maaia.

centrlifuga.

MNuestna.

40 - 50 g. de espinaca, acedga, aubaabo o betabel.

Procedimiento.

Paepanacién de la muestaa.- Pese exactamente de 40 a 50 g.-
de muestra y homogenicela en una licuadora con 100 md. de agua -
medida volumeitricamente. pese con exactitud alrededor de 35 g. de
ésta suspensién denitro de un vaso de 800 mld. previamenie tazado,
agregue agua hasta un peso de 300 g. y 55 md de bcido clorhidai-
co 6N, Agregue 2 gotas de alcohod capridico y hienva 15 minutos,
enfrie y transfierna cuantitativamente a un mataai aforade de 500
md. afonre con agua, agite y deje neposan al menos 12 honas, agi-
te y tidtne a trnavés de un paped cuantitativo de poro gaueso; de
geche los primenos 100 ml.

Precipitacién de bcido oxddico.- pipetee 25 md. de Liltrado
en un matrnaz Erlenmeyen de 50 md. agregue 5.0 md. ded neactivo -
de Gcido tungsio fosfénico, agite y deje neposan al menos 5 ho--
nag, Fidérne a través de un papeld Whatman #30, pipetee 20 md del-

Lidtrnado en un tubo de centrifuga y agnegue gota a gote hidaéxi-
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do de amonio hasta adcanzan un p# de 4-4%.5 usando paped indica--
doa. Agregue 5 md. de buffer y agite con varidla de vidaio. Lave
das panedes del tubo con una pequeia cantidad de agua y deje ne-
posan al menos 12 horas. Ceninifugue 15 minutos a 1700 2pm para-
compactar el precipitados, decante el sobrenadanite con una invea
44ién suave y constante deld tubo dejando que al final éste gotee-
40b2e un papel fidtno limpio. Lave el paecipitado con un chorno-
de liquido de davado frio, hasta que se suspenda peafectamente,-
centnrifugue nuevamente desechando el sobrenadante. Agrneguele al-
precipitado 5 md. de deido sudflnico 17 + 9.

iitulacién.- Tranafiena la muestra a un matra3z Ealenmeyern -
de 50 mi. calientela en baiio de agua y titule en caliente con --
permanganato de poiasio 0.01N hasta que el paimen rosa pensista-
ald menos 30 degundos. Titule también un blanco de 5 md. de &cido
sulliinico 1 + 9 bajo las mesmas condiciones y haga la coareccién
ud titulo.

mg bc. oxaddico = (T) (1350) [peso de-muestaa + 100 g.)
100 g. paod. (peso de suspensién) (pese de muestnal
dende:

=
n

md de peamanganato 0.01 N,

1350 (0.45 mg. de Gc oxdldico equiv. a 1 md. de peamanganato)

(30/20) (faciton de diduciénl) ( 100 g. de paoducto)

Cuestionanio.

7.- (Cubl es el fundamento quimico de da aparicién del codor no-

4a como punio final de la titulacién?

2.- (Qué factorn de dilucibén se considena en la féamula de la que
4e obtiene 1350 ?



3.- ¢ Cubld es la nazén del facton 30/20 en da misma Ldéamuda?

4.- Mencione adgunas propiedades quimicas ded dcido oxddlico.

Bibliognatia: 15, 37, 38 y 46.
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Prbéctica V.2.b.

DETERMINACION SEMTCUANT ITATIVA DE HEMAGLUT INTNAS*

Initroduccidn.

Aunque esaias paroteinas téxicas, han 4ido enconinadas en mu-
chas Lamilics de plantas, hongos, liquenes e incluso en algunos-
animadles, 4e de ha dado mayoa importancia a su presencia en das-
deguminosas.

dlgunas hemaglutininas, edembs de presentan da propiedad de
aglutinan dos globudos rnojos, ademds presentaron aciividad tdxi-
ca en pauebas de laboratonio.

Debido a su especifidad hacia cientos azicares, Zambién se-
les conoce con ed nombrne de lectinas. No obstante algunos auto--
nes das clasifican como eqpecificas e inespecificas, de acueado-
a gu podea de aglutinacién hacia lo4 grupos 4anguineos humanos:-
ain embango un gaupo de invesiigadores definen esie especifici--
dad, en téaminvs de que aglutinen enifnocitvs de unc especie de-
animal o de vanias.

Cstos componenetes antinuiniciconales teamoddbiles de dife--
nente onigen, prnoducen dos mismos fnasiornos que 4e presenitan con
mayor o menoa gaavedad, entfre esios nesadta da intensa inflama--
cidn de Lda mucosa intestinal, con da postenion destruccién ded e
pitelio y edema; no obstante hay que hacer notan que no todas --

las lectinas tienen propiedades itéxicas graves.

Mmétodo,

La técnica utidizada en esta paéctica, se basa en la vedocdi
dad de sedimentacidén de los glébulos nojos pon electo de la can-

tidad de hemaglutininas presente: asi ad incaementarse da canii
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dad de {ectinas en da suspensidn de paueba, se produce una dismi
nucidén en ed poncentaje de glébulos aojos suspendidos y pon con-
diguienite se puede aprecian la sedimentacidén de les enitarociics-

aglutinadeas,

Reactivos.

1) Sangne de conejo con anticuagudante ( 0.5 md.)

2) Solucién salina isoténica.- disoldver 8.5 g. de cloauro de so0-
dio en 1 1, de agua destilada (170 md).

3) Soducidn de cldoruno de sodio ad 1% ( 50 md.)

4) Solucién de trnipsina.- disodver 100 mg de trnipsina‘en 100 md.
de soducidén sadina isoténica ( 1 md.].

Materniald.

montero y pistido

tubo pana centalfuga graduado
probeta de 10 md.

probeta de 5 md.

vaso de precipitados de 7100 md.

by = = = = =

matraces Enldenmeyen de 125 md.

11 tubvs de hembélisdisa

1 gaadidla pequeiia

2 pipetus gnaduadas de 1 md,

1 pipeta gnaduada de 5 md.

1 tnozo de gasa de 710 x 10 cm,

1 embudo de fidiracidén nbpida

1 matra3z aforado de 25 md.

paped Lidino cualitativo de 10 x 10 cm.
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Muestna.

1 g. de trnijodes negros, bayos o lima, soye, geamen de tnigo

o papa,

Procedimientoe.

La sangre con anticuagudlante se frasvasa ¢ un tube de cental
Luga para lavarnda ( 2 veces) con da scoducién salina isoitdnica, en
una propeoncién de sangne: sclucidén de 1:5. Se centnifuga a 2000-
2500 zpm dusante 10 minutos, después pon decantucidn se edimina-
el liquido sobrenadante y una vez teaminado el segundo lavade, -
e diduya ed paguete de glébulos nojos al 4%, para lo cual porn -
cada 1 md. de eritrocitos ( paqguete) se anaden 24 ml. de s0du--
cidn (1),

Para la sensibilizacidn pon cada 10 md. de glébudos rojos -
al 4% se agrega 1 ml. de solucién de trnipsina , se codvcan en la
incubadora pon espacio de 1 hora a 37°C; después de do cuald se -
vuedve a centérifugan para eliminaa da enzima, y ¢ continuucién se
de dan 3 lavados con 4solueién isoténica, como en ed indicio; y --
después ded idiimo lavado se resuspende el paguete de eniirvci--
tos ad volumen oniginald.

Panalelamente se puede in preparando el exinacito de da muea
tra a ensayan, pare do cuald se codoca 1 g. de maiteniald en un g
40 de precipiitados de 100 md y 4e de aedicivcna 25 md de soducibn-
de cdoauno de sodio ad 1%, se efectia la exinaccién poa agila---
cidn frecuente dunante 1 honu; después de este tiempo ae dega se
dimentan, para gue ponr decantacidén 4e filtra a taavés ded paped-
Liltno plegado 6 4i hay problemas se usa la gasa, y el filirado-
4e ddeva a 25 md. con da misma soducidn.

Una ve3 que se tiene el extracto y dos endiinocitos sensibi-
dizados, 4ae codocan 11 tubos de heméldisis en una gnadilla, conie

niendo cada uno 0.5 md. de so0ducidn salina i{40idénica, numerados-



67

ded 1 al 10 consecuentemente ed onceavo corzesponde ud contaod.-
En dos tubos numenados se nealiza una diducidn seaiada con ayuda
de una pipeiu graduada de 1 md. de modo que adl tubo 1 se le agne
gan 0.5 md. de extanacio, 4e homogeniza, ae toman 0.5 md., de esia
mezcda y se pasan al tube 2, nepitiendose la opernacién hasta el-
tubo 10, ded cuad se desecha ed medio md. connespondiente.

Pon 4dtimo se agrega 0.5 md. de suspensién de globulos zojoa
a cada tubo y se homogeniza invirniiendo ea 3 ocasiones ed tubo -
4uavemenie, 4e deja en la incubadora 1 hora a 37°C; después de -
do cual se observa hasta que tubo se paroduce sedimentacidn (prue
ba + ), el tubo controd nes ayudard a visualizan das pauebas ne-

gativas.

Cadcudoas.

Repoatan hasta que tubo se produjo neaccidn posiiivae de a--
gluitinacién, da cual dinectamenie nos da ed tltulo; pero ademis-
neponian en téaminos de micaogaamo de muesina que produce prueba
positiva de aglutinacidén, de acuerdo e da méxima diducién en la-
mezcda de neacién (considerne que au extracio tiene 40 mg/md/.

Recuende que ya desde el pnrimen Ztubo se tiene una diducidn.

Cuestionanio.

1.- ¢;Porqué es impoatanie trabajaa en esta prlctica con solucidn

dalina i404téndica?

2.~ Si su muestaa no aegldutinana lod eritnocitos de da especie de
animal estudiado. ; Considenaala que esté ausente de nemaglutini

nas?,

3.~ (Coéme crnee que pudiera hacen cuaniiiative ed método de la --

practica?.
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.- Explique como interaccionan {as ldeciinas con los glébudos no
;04 .
5.- ¢(Coémo podnia disminuin el efecto téxico de las lectinas, sin

dafian la calidad nuinicionad?

Bibliognafia: 26, 27, 36, 37, 38 y 58.
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Préctica V. 2.c.

DETERMINACTON DE GLUCOSINOLATOS*

Intrnoduccién.

Divernsvs Zrabajos expeanimeniadles panrecen cencerdan en gue -
ed consumo de grandes canitidades de cod. ¢ vegetules nedacivaa--
dos, puede causar hipeatnofia de da gléndula tinodides (bociol. -
Se ha enconinado una estrecha coanedacidén, entae la incidencia -
de bocio con ed exagenado consumo de cientos vegetales (Famidia-
de las cruciferas), en negiovnes ded mundo en donde el consumo de
yodo en da dieta es bajo.

Los Lactones productones de bocio de algunas cauciferas y -
especialmente del géneno Brassica, como abbano, cod, bricodi, ==
etc. deaivan de compuestos que hasta 1970 se ddamaban lioglucési
dos y que en la actualidad son conocidos como glucosinodazos.

La natunaleza picante de algunas cauclferas usadas como adli
mento, taldes como ed adbano y da mostaza, es conocida desde hace
mucho tiempo y 4e de ha asociado a un paecurson ded aldid-isotio-
cianato. De ldas 1500 especies conocidas, se ha visto que 300 con
tienen de 1 a 7 glucosinclatos, de los cuales 1 a 2 4e encuen---
tran en mayon pareopoacién. La mayonla de los glucosincelatos tie—-
nen da B-0-tioglucosa como azican, y casi todos Zienen da misma-
configunacién; adembs este Zipe de compuesiv téxice se eacuenina
en la planta como unién foamande sales de potasio, principalmen-
te.

Los glucosinolatos se pueden presenitan a lo large de toda -
da planta gue los contiene: asi los podemos enconizan en zali, -
taldv, hojas y semiddcs. Sin embaago, en da semidlda es donde sec-
encuentaan en mds altas conceniaaciones: ademés en ldu misma - -
planta, pero en difenenie compariéimiento se encuenina el sistema

ensimético capai de hidrodlizan a estos heteadadidos.
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Loa glucosinolatos son hidrodizados por una tioglucosidasa-
pana daznos glucosa, ed idn sulfato Gcido y ad aglucén, el cual-
puede sen tiocianato, isotiocianaio o niinido més azufnre.

&L aglucén pasa pon un inteamedianio que sufne un neanneglo
modeculan, que depende de su estauctuna y de las condiciovnes de-
hidrnédisis,

Método.

Ya que lda propia planta que coniiene glucosinolatos tiene a
4u vez el sistema enziméiico para su hidrélisis; se utilizasé es
ta canacitenlstica pana libernan ed ién sudfato Gcido. Con ed fin-
de cencionande que se dleve a cabo da hidabélisis, se adicionaad-
@ su ve3 un estracto enzimatico de adlta actividad y postenionmen
te se nealizané una titudacién Gcido-base, pana gue en foama in-
dinecta podamos convcen el contenido de este iipo de tixico en -

{a pdanta en estudio.

Reactivos.

1) Acido capaidice

2) Acido cloahddrnico O0.1TN (10 md]

3] Hidrbxido de sodio 0.1N (10 md)

4) Hidnéxido de sodio 0.025 N. vadorado (20 md.)

Mateniad.

1 juego de pin3as de diseccién y navejia,
1 moateno con pisatido.
1 licuadoza.

1 codadvn Lino.



2 probetas de 200 md.

agitadon de vidaio.

matraz Enlenmeyen de 250 md.

mainaces afonados de 200 md.

vaso4 de precipitados de 250 md.

va4os de precipitados de 100 mdl .
probetas de 50 md.

parrilla de agitadon magnéiico y magneio.

by W By by = =

poiencidémeino.
incubadora a 35°C
congeladon,

Muesatrna,

25 g. de 4emilla de moata;a'blénca y de 10 a 100 g de un ve
getal ded géneno Brassica, dependiendo del contenidoe de humedad.

Procedimiento.

Preparacidn ded extnacito enziméiico.- 4e pesan 25 g. de se-
milla de mostaza blanca, que 4e taitunan en un moatenv y se va--
clan a la licuadona aiiadiendo 100 md de agua destilada. Se mue--
den durnante 1 a 2 minutos a baja velocidad, a continuacidén se --
produce a filtrar a taavés de un coladon y se colecta el [iltaa-
do en una probeta. Llevando el volumen a 150 m!l. (adicionar una-
gota de dcidv capaidico 44 hay pacblema con la espumal. Se vacia
el Lidtrado a un matraz de 250 md. y ae incuba por 90 minuios a-
359 (vea preparacidn de da muestrnal. Transcuanide ed tiempo, 4se
vacia ed extructe enzimaiico acitive a un vusoe de prnecipitados y-
ge neutraldiza la acidey feoamada con da soducidn de hidandxido de-
godio 0.1 #, hasata llevardo a plf 6.0 con ayuda de un polencidme-

tre y unu punnidda de agitacién magnética, ddevan con agua desti



lada (pH 6.0) a un volumen de 250 ml. Guandar el exinacto en un
congedadonx.

Preparacidn de da muesira.- Pesar de 10 a 100 g. de muesiza
y coataada en ta0304 pequeitos o initunasda en un moatero y pasan
da cuantiiativamente a da licuadona, adicivnande 100 md. de agua
destilada, Moler la muestna pon espacio de 1 a 2 minutos baja --
velocidad y a coniinuacién fidinarn como en ed case de da prepara
cién ded exitnrnacto enzimético. Neutralizan el extracto a pH 6.0 -
con Gcido o buse segin sea ed caso y aforan ed voldumen inmediato
superion con agua destidada (pH 6.0). Pon adtimo pasan ed extrac
to a un vaso de precipitados y guardardo en el congeladon, para-
usando da siguiente 4esién.

Determinacién.- Tanto ed extracto enzimético como la muesitra
deben estar descongeladas. Toman 2 allcuotas de la muestra de 50
md. cada una y adicionardes 20 md. de extracto enzimbtico activo
y 4omeieadas a incubacién poa 90 minutfos a 35°C. €4 conveniente-
coanea en blanco ded exirnacto enzimético, para do cuad a una peoa
cidn de 20 wd, de diche extaacto 4e le adicienan 50 md. de agua-
destidada (ph 6.0) y se somete a las mismas condiciones. Transcu
anido ed tiempo de incubacidén sacan la muesina. colocaada en un-
vaso de precipitados de 100 md. y fitudan lda acide3d producida --
con NaO# 0,025/, utidizando un potencibémetro y parnidda de agita
cibn magnética, indennumpiendo da adicién cuando se ddega a pH -

6.0, Titulan también el blanco.

Caleculoas.

Asumiende que ed peso molecudar promedio de dos gducosinoda
to4 es de 400 g/mod y que cada-mod del compuesio #éxico liberna -
un equivadlente de sudlate Gecide; reportar ed condenido de éste -

{bxdico en téaminos de mg/100g de muesina,

Cuesiionardo.
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1.- mencicne trnes plantas de uso en da alimeniacién humanu que -
contienen glucosinodatos y diga cuad es ed principal glucosinela
{o que contiene.

2.~ ¢;Todos doas glucosinvlatos pueden daa onigen a laciteres paoduc
tones de bocio como da goifrina?

3.~ ¢Con qué lin 4e nealiza la titudacidn ded blanco ded extaac-
to enzimético activo?

4.- ;Creé gue el cocimiento de un vegetal con un alto contenido-
de glucosinodatos, sea suficiente para hacealdo inocuo y no tenen
aiesgo en 4u consumo?,

5.~ Descaiba brevemente alguna técnica difearente de la nealizada

en la préctica, para da cuantificacidn de éste tipo de tdxico.

Bibliogratia: 14, 16, 47, 59 y 61.
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Pabctica V.3.a.

DETECCION CUALITATIVA DE SAPONINAS.

Introducecidn.

Son gducisidos que 4e presentan en una gran variedad de pdan
tas., Su toxicidad se debe a que 4don Zensvactivos; hemolisan eni-
trocitos, inhiben el crecimiento de aves, deprimen la produccién
de huevo, causan flatudlencia en numiuntes y son exiremadamente -
téxicos pana animales de sangre fala. La 0L50 en mamifezos, de -
algunos de ellos, es mencr de 100 mg/kg, pero Lla muente, ma gque
pon da absoncidn y accidén sistembiica, es debida a la inflama---
cién del aparato digestivo.

Existen 2 gaupos paincipales de saponinas, das so0dubdlzs en-
alcohol, gque son esteroidales y das solubres en agua, faitenpenod
dales.

Caitbn contenidas en espinacas, betabel, espbaragos, soya, -
altalfa, tréboles:en el veneno de algunas seapientes y en estne-
{las de man.

Inteavienen como factoanes de inhibicién en la germinacién,-
algunas inhiben el crnecimiento de cienios microorganismos y pro-
tozvanios patbgenos como mecanismo de defensa de las planias.

Pon 4us propiedades tensoactivas son utidizadas en da edabo
racibn de bebidas de soda, ceaveza, shampocs, jabeones, extingudi-
dones de fuego y para bajar la tensidn supeaficial de emudsiones
Lotogadticas.

Las que se encueniran en tubérculos de dioscornea son fuen--
tes impoatantes pana alniesis de hoamonas y productos esteroida-

{es como pacgestenona y contizona.

Reactivoa.



75

1) Etanod ( 20 md)

Mateandiad.

montero con pistido.
4istema de neflugo.
embudo de tallo dargo.

frasco cidindnico alto.

- oy oA owa ey

negda de medicidn.

paped fidtace.

MNueatnrna.

5 g. de altadla, espinacas, betabel o esplrnagoas,

Procedimiento.

Se muelen 3 g. de muestra, se pasan con 20 md. de etunod al
sistema de neldlufo y 4ae neflujan pon 25 minutos; se enfala, se -
Lidtrna y de adicionan 10 md. del Lidénade a 100 md., de aguu en -
un frasco, se tapa y 4e agita dunante 3 minutos, se deju en repo

40 10 minutos y se mide da aliura de da espuma.

Cuestionandio.

1.- ;Senia conveniente usan muesiénas de soyc panc éata palctica?

2.~ ¢Qué propledad de las saponinas sinve pane haceales unu de--

terminacidén cuantitativa y como se hace ésata en d{éamincs genera-
dea?
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3.= Cscniba la estructuna quimica de algan tipo de saponina.

4.~ Investigue en que pante del proceso de la elaboracién de cer
veza se uiidizan das saponinaas.

Bibliogratia: 15, 20, 29, 37, 44, y 63.



SEMTNARIOS
ADIT FVOS.

Se analizanté si ldos alimentos sujetos a inspeccidn contie--
nen algin aditive paohibido é fuera de nonma de esiun presente,-
cual es la razén para que el fabaicanie lo haya incluido, y ed -
gnado de aiesge que nepresenta para la salud, consideaande da --
cantidad que ncamalmente se ingdiene y el tipe de consumider (ni-

o4, adudtos, o alimentacidn animall.
CONT AMINANTES.

7) 54 se encuentran inseciicidas buscan 44 hay alguna fen--
dencia a presentarse més en algin tipo de vegeiad que en vinos,-
y 44 da hay cuad puede sen da nazén.Si un solo producte llega a-
presentan dos o més indecticidas, ain sin nebasan da 704 de cada
uno de edlos, que tan niesgoso puede sern (posibilidad de sinen--

giamo ).

2) Hacen la consideracién de cual problema es més gaave, {la
contaminaciin de pdomo en-dos alimentos o en el medio ambienie.
Analizan la importancia ded plomo como contaminanie con respecio

a 0tnos metales téxicos.

PRUEBAS TOXICOLOGICAS DE CONTROL DE CALTDAD.

7) Una vez paoporcicnade ed date exacte de conceninacddn de
sudlatos, evaliiese ed ponciento de exactitud y la paeciaidn dedl-
método, considenéndose el total de expenimentos eleciuados por -
ed gaupo.

2) Hacen la considenacién de cuales productos lécteos ae ven

més afectados pon da presencia de antibidticvs y adudternanics.
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TOXICOS GENERADOS POR LA TRANSFORMACION DE UN ALIMENTO.

Considenan el paped que juegan impuaezas o productos de ---
tranaformacibén en aditivos adldimenianios, componentes y productos

propiamente dichos.

PROCESOS DE DETOXIFICACION.

1) Que impoatancia tienen {as leguminosas en da nutnicidén y
que factones impidiearon en aldgin momento su uiilizacién,

2) Connedacionar el estade de las semillas (aspecto, presen
cia de hongos, ponciento de grano dafiado) con ed resultado de la
deteccidén de aflatoxinas. Coanedacionan ed destino de da semidla
(alimentacién humana, animaed o sdiembra) con ed nesudiado ded anl
lisds. Busacar la infdluencia de dos tratamienios sobne las detec-

ciones de muesinas simples y procesadas.

EXTRACCION DE TOXICOS.

Exponen las canacteanlsticas de dos estudios de evaluacidn -
toxicoddégica, 4us costos y da infoamacién que pueden proporcio--
nar. La confiabilidad en da extrapolacién de nesultados en mode-
{os quimicos o bidlogicos hacia el hombne,

TOXTICOS NATURALES

Hacen una discusidn Téxicos naturales va, Téxicos aatificia

des.

DESARROLLO DE ALINENTOS.

Discutin ed electo de lda cuncentracidn en ed dafio o beneli-

cio que propoaciona un compuesio.



CONCLUSTONES

Las prbciticas propuestas fueron disenadas considezan
do algunas limitaciones, itales como da disponibilidad de-
materiald y equipo de laborafonio, ed coaio de dos neucii-
vos y ed horanio para nealizan las mismas, peno esperv --
que todas las facilidades que me paoponciond ed maleaiadl-
humano de la facudtad de Quimica, me hayan peamitido supe
nan es04 pequeiivd detalles, para ldogaan un trabajo que a-

ponte un grano de arena a la superacién integrad de quie-

nes cunsden da matenia,
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NOTAS

Las prbcticus deteaminacidn de m;tanaz en un vino*, -
Deteaminacién semicuantitativa de hemaglutininas* y Deten
minacién de gluccsinolatos™®, fueron elaboradas por ed pao
teson Beanaado Lucas y ed proteson Adolfo de la Tonrne, y-
ya se impaaten en ed laboratonio de Toxicologia de alimen
to4, de la facultad de Quimica de la UNAM,

&L volumen de neactivo mancado entae panentesis co--
avesponde al minimo que necesita para una prbéetica indivi
dual. Se necomienda calculan ed vodlumen necesario para (o
do el grupo de trabajo y paepasanlo con anticipacién, a--
gignandodo equitativamenie a los equipes que deben prepa-
aando.

€4 necomendable, cuando el costo de los neactivos a-
utidizan sea muy elevado, nealizar solo una cuava patron-

por mesda.
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