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INTRODUCCION

Los alimentos de origen animal poseen un elevado valor nutricio; sin embargo, son
practicamente inaccesibles para una gran parte de la poblacidn, en cambio los
alimentos de oarigen vegetal tienen gran importancia comercial por su menor precio
ademés de su adecuado valor nutritivo; por estas caracteristicas son ampliamente

usados en la atimentacién humana y animal.

Las plantas producen y acumulan un extenso conjunto de metabolitos indispensables
para su desarrollo asi como metabolitos secundarios que juegan un papel importante
en el mecanismo de defensa contra la depredacidn; muchas de estas sustancias son
téxicas para el hombre y los animales dependiendo de la dosis absorbida, entre éstos
se encuentran los nitratos clasificados dentro del primer grupo y los taninos

corcespondientes al segundo grupo.

Los factores téxicos y antinutricionales muestran diversos efectos biolGgicos
negativos, razén por la cual se requiere elaborar estrategias para limitar su dafo, por
lo anterior resulta indispensable desarrollar y optimizar técnicas analiticas confiables,
rapidas y sencillas que permitan determinar y cuantificar ficilmente dichas sustancias

para predecir el posible riesgo potencial de los alimentos que los contienen.

Los nitratos son componentes normales de diversas plantas. Son relativamente
inocuos, su importancia toxicoldgica radica en su transformacidn a nitritos por ta flora
bucal e intestinal. Los nitritos se combinan con la hemoglobina para formar
metahemoglobina con lo que pierde su capacidad para transportar oxigeno. Por otro

lado, los nitritos forman nitrosaminas, compuestos altamente cancerigenos.




Los taninos son polifenales que se distribuyen ampliamente en la naturaleza. Dichos
compuestos se consideran factores antinutricionales ya que forman complejos
insolubles con proteinas, por lo que se imposibilita su digestidn; ademas interfieren

con 1a digestion de otros nutrimentos porque son potentes inhibidores enzimaticos.

En la actualidad se cuenta con pocas metodologias validadas para la cuantificacion de
nitratos y taninos presentes en los alimentos de origen vegetal, principalmente frutos
y semillas, por ello es importante identificar y validar métodos que cumplan con dicho
papel, con el fin de contribuir @ una mejor caracterizacidén quimico toxicoldgica de

estos alimentos.

En el presente trabajo se evaluaron cuatre métodos para la determinacién de nitratos,
y s6lo uno de ellos, el de Cataldo, dic resultados satisfactorios de acuerdo a los
criterios establecidos en los pardmetros de validacién. En el caso de taninos se
evaluaron dos metodologias, de las cuales el método I1SO 9648 cumplid con los

requisitos estadisticos en el proceso de validacién.

El proceso de validacién consistid en evaluar los pardmetros estadisticos linealidad,
precision, exactitud, reproducibilidad, entre otros: de los cuales se obtuvo la

informacién necesaria sobre la confiabilidad de las metodologias.

Con los métodos de Cataldo para nitratos y el ISO 9648 para taninos, se
complements la validacién con  estudios intralaboratorio e interlaboratorio y la

cuantificacién de ambos téxicos en algunas muestras de interés.
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OBJETIVOS

1. Seleccionar métodos sencillos y répidos de identificacién y cuantificacién de
nitratos y tanines en muestras vegetales, que no requieran equipo e infraestructura

sofisticados, con el fin de validarlos e implantarios.

2. Aplicar los métodos validados en diversas muestras vegetales para cuantificar

nitrates y taninos en éstas.

3. Contribuir a una mejor caracterizacion quimico toxiccldgica de los alimentos de

origen vegetal,
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.- ANTECEDENTES

1.- NITRATOS

Numerosas plantas y animales que el hombre emplea como alimento, tienen como
constituyentes naturales sustancias quimicas que a cierta concentracién poseen
propiedades téxicas. La presencia de estas sustancias en los alimentos de origen
vegetal y ia concentracién en la que se encuentran depende entre otros factores de
las caracteristicas del suelo en et que se cultivan {Roberts, 1281).

Los nitratos se encuentran presentes en los alimentos de origen vegetal como
componentes inherentes a las plantas, en el aire que respiramos vy como
contaminante en el agua potable debido al uso de fertilizantes nitrogenados; cuando
la planta ha satisfecho sus demandas de nitrégeno, el porcentaje restante es
arrastrado por el agua através del suelo acumuldndose en los mantos fredticos, ya que

los nitratos son muy solubles ( Aifonso, 1988; Committee on food protection, 1973).

1.1 Importancia en el reino vegetal

La acumulacién de nitratos a partir del suelo es una caracteristica de gran importancia
para las plantas, ya que es en esta forma cémo ia raiz toma el nitrdgeno del suelo, lo
transforma a amoniace y lo transporta a las hojas para intervenir en la sintesis de
proteinas. El proceso de acumulacidn es muy complejo y puede estar influido por
diversos factores como la variedad y especie de la planta, ef grado de maduracién, su
estado de salud, el contenido de humedad, el tipo de suelo, la cantidad de luz recibida

v la época de cosecha. En condiciones de estrés como temporadas de sequia, vientos




calientes y secos y climas frios, se registra una gran acumulacion (Alfonso, 1988;
Committee on food protection, 1973; Gonzalez, 1989). Durante el crecimignto inicial
el nitrato tomado por la planta se emplea para el desarrollo de la raiz vy la
germinacidn, por lo cual en esta etapa las raices toman mas nitrato del que requieren,
acumuldndose en tos tallos y hojas de |a planta. Conforme se desarrolla la planta, las
hojas son capaces de convertir el excedente en proteinas, por 10 tanto se encuentra
una menor cantidad de nitrato en la planta cuando ésta se ha desarrollado
completamente. Los cultivos anuales tienden a acumular mayores cantidades de
nitratos que los perennes, ya que los primeros se plantan usualmente en pasto bien
fertilizado, abonado y recientemente arado y se cosechan en una etapa temprana de
maduracién, cuando el contenido de nitrato es mavyor. El contenido de nitratos varia
en diferentes partes de la planta. Los niveles mayores se encuentran en los tallos y
en las hojas; en cambio en las flores son menores y las semillas usualmente se

encuentran libres de éstos {URL 1, 19298).

Recientemente se ha descubierto que el uso frecuente de fertilizantes con alto
contenido de nitrégeno incrementa los niveles de nitratos en !as plantas, va que el
nitrégeno en presencia de humedad se convierte a nitrato por accion de las bacterias
que forman parte de la fiora microbiana del suelo como Aitrosomonas y Nitrobacter.
Entre las principales plantas que los contienen se encuentran e_l rabano, el pepino, el
nabo, el sorgo dulce, la acelga, la lechuga, el apio vy la espinaca {Ockerman, 1978;
Lindner, 1995). En Estados Unidos el promedic de ingesta de nitratos es
aproximadamente de 75 - 100 mg por dia. cerca del 80-30% de esta cantidad

proviene de los vegetales. Personas con régimen alimenticio vegetariano pueden tener

o




una ingestién de nitratos de alrededor de 250 mg por dia, el cual s un nivel muy

elevado (Committee on food protection, 1973).

1.2 Propiedades quimicas

Quimicamente el ion nitrato es una molécula plana y simétrica formada por un 4tomo
de nitrdgeno y tres de oxigeno, con una carga negativa, cuya férmula es NOy , es
pequeiio con peso molecular de 62 g/mol, es estable y altamente soluble.

Et ion nitrato es factible de reducirse a ion nitrito lo cual, como se verd mas adelante,

tiene grandes implicaciones toxicoldgicas.
NO; p NO,

1.3 Antecedentes toxicoldgicos

El primer caso de intoxicacién mortal por nitratos fue descrito por Mayo en 1895,
cuando ejemplares de ganado bovino murieron después de ingerir grandes cantidades
de maiz verde; el autor concluyé que se trataba de un envenenamiento con potasio
por que los analisis mostraban que los tallos contenian un afto porcentaje de nitrato de
potasio {KNO;). Hacia 1940 se identificd el ion nitrato como el verdadero agente
tdxico inicial, ya que se observé que los nitratos se acumulaban en los forrajes verdes
y eran reducidos a nitritos en el rumen al ser ingeridos por los bovinos (Committee on
food protection, 1973). Hacia 1945, Colmy describié la sintomatologia de la

metahemoglobinemia infantil; finalmente, en 1956, Magee y Barnes evidenciaron la
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sintesis, a partir del ion nitritc y de las aminas, de la dimetilnitrosamina con lo que
descubrieron sus potencialidades cancerigenas (Derache, 1980).

Entre los afios 1959-1965 se registraron en Alemania 15 casos de envenenamientio
por nitratos en lactantes alimentados con espinacas (Lindner, 1995).

Los nitratos contenidos en la planta por lo general no son muy téxicos; su toxicidad
radica en la reduccién de nitratos NO; a nitritos NO;', la cual no se produce de forma
automatica {Roberts, 1981; Reichcigl, 1983). Ambos iones sélo comparten una cierta
similitud quimica ya que el ion nitrite en contraste con ef nitrato, es inestable, por lo
tanto es muy reactivo y estd dotado de numerosos efectos tdxicos (Roberts, 1981;

Derache, 1990).

1.4 Propiedades terapéuticas

Se ha comprobado en animales de laboratorio que pueden ingerir crénicamente dosis
elevadas de nitrato de sodio sin sufrir dafos importantes. El Gnico sintoma
caracteristico es su caracter diurético, esta cualidad terapéutica se ha empleado desde
el siglo Xll. El modo de accién diurético es de tipo osmdtico: el ion nitrato desplaza
una importante fraccién de ion cloro y provoca paralelamente una pérdida de sodio, v
por lo tanto de agua; ademds los cationes empleados [ K* y Na*) participan también
en esta accidn diurética, determinando también una excrecion incrementada de sodio
vy de agua. Actualmente, el nitrato de potasio se emplea con fines terapéuticos para
combatir las alteraciones debidas a una hipocalemia, pues el ion nitrate asociado al ion
potasio induce diuresis y elimina las carencias potasicas (Committee on food
protection, 1973; Derache, 1990). También se emplea en el tratamiento de angina de

pecho para mitigar el dolor.




1.5 Metabolismo y efectos téxicos en el hombre y en los animales

Sdélo en dos condiciones se puede tener una toxicidad por nitratos: en primer lugar por
una ingestion masiva de estos compuestos vy en segundo lugar si los mismos se
transforman en nitritos por la microflora digestiva. El metabolismo de los nitratos
ingeridos es conocido, se absorben muy rdpidamente a nivel del intestino delgado, una
cierta fraccién, dificil de estimar se recicla a nivel enterchepético y sobre todo por las

gldndulas salivares, los nitratos se eliminan rdpidamente por via urinaria,

Ya se mencioné anteriormente que el peligro de los nitratos reside en su eventual
transformacién en nitritos dentro def organismo. Ei paso del ion NO5 al ion NO; no es
posible de forma espontdnea ya que se trata de una reduccién que necesita por lo
tanto energia: en los medios bioldgicos esta reduccién sélo puede efectuarse baijo 1a
accion de una enzima, la nitrato reductasa, presente en las plantas {formando parte de
su metabolismo) y en las bacterias, pero esta enzima estd totalmente ausente en los
tejidos animales. Existen, sin embargo pequefias cantidades de nitritos en la cavidad
bucal (del orden de 10 ppm en la salival, que provienen precisamente de la accién de
la flora sobre los nitratos de origen alimentario o sobre aquellos reciclados por las
glandulas salivares; el pH de accidn de la nitrato reductasa bacteriana es del orden de
6-6.4, que encontramos a este nivel, En el resto del tubo digestivo esta reduccién no
parece ser posible mas que en condiciones patoldgicas, como cuando se da una
aclorhidria géstrica, y sobre todo en el caso de enteritis graves que determinan el

desarrollo de una flora nitritégena muy activa.




1.5.1 Metahemoglobinemia

Existen dos categorias de organismos capaces de efectuar répidamente esta

transformacién de nitratos a nitritos {Derache, 1990; Lindner, 1995}):

- £l bebé hasta los 6 meses aproximadamente, que es especiaimente sensible a la
ingestién de nitratos por varias razones especificas. La reduccidn de nitratos a nitritos
puede tener lugar en la primera porcién del intestino delgado de los lactantes, lo cuat
dé& lugar a elevados niveles de nitritos en {a sangre y ocasiona metahemoglobinemia o

*sindrome del bebé azul”.

La metahemoglobinemia aparece cuando la hemoglobina, encargada de transportar el
oxigeno en la sangre, se oxida a metahemoglobina por accién de los nitritos,
provocando que no transporte el oxigeno através del cuerpo de forma eficiente.
Como resultado, los tejidos vitales incluyendo el cerebro reciben menos oxigeno del
que requieren, agquellos con altas demandas de oxigenc como el sistema nervioso
central y el sistema cardiovascular son los primercs en manifestar signos de
intoxicacidén. Aparecen sintomas caracteristicos de la cianosis, 1a coloracién de la piel
y las mucosas, especialmente en la cara y las extremidades, toman matices grisdceos
que se vuelven negruzcos en formas avanzadas. Severas metahemoglobinemias
producen dano cerebral e incluso la muerte.

Niveles normales de metahemoglobina en la sangre son de 0-3%, niveles mayores

ocasionan {os sintomas antes descritos (URL 2, 1998).




Los nifios son mas susceptibles a padecer la metahemoglobinemia en los primeros
seis meses de vida, debido a varias razones:

En primer fugar, debido a que la acidez del estdmago en los lactantes no s tan alta
como en los nifios mayores y en los aduitos, ias bacterias reductoras son mds
abundantes, por lo tanto se incrementan los niveles de nitrito en la sangre; en
segundo lugar los lactantes poseen todavia bastante hemoglobina fetal que se oxida a
metahemoglobina a doble velocidad gque fa hemoglobina del adulto. El sistema
enziméatico que reduce la metahemoglobina a hemoglobina (metahemoglobina
reductasa y NADH,) es menos activo en los lactantes que en los adultos, de forma

que se puede producir una intoxicacion grave {Lindner, 1995}

Ademés de los lactantes, algunos adultes son susceptibles a padecer
metahemoglobinemia inducida por nitritos, en este grupo se encuentran mujeres
embarazadas con una deficiencia enzimética particular: Glucosa 6 Fosfato
Deshidrogenasa {(G6PD), aquellos con una deficiencia en el sistema enzimético
reductor de la metahemoglobina, condicién que obedece a patrones hereditarios y por
dltimo un grupo particularmente sensible gue incluye a los pacientes sometidos a
dialisis quienes son extraordinariamente susceptibles a padecer metahemoglobinemia.
Aungue no se ha estimado con certeza la poblacién sensible a nitratos, diversos
estudios indican que la deficiencia en la enzima reductora de la metahemoglobina
afecta a un 7% aproximadamente de los hombres afroamericancs y una cifra de

140,000 personas reciben tratamiento de dialisis cada ano (URL 3, 1998).

Afortunadamente la metahemoglobinemia se diagnostica facilmente y por fo tanto

puede ser tratada con rapidez. En las formas leves o moderadas se administran dosis
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elevadas de 4cido ascdrbico que induce la reduccion tenta y directa de la
metahemoglobina. En los casos limite donde el Acido ascdrbico es insuficiente. se

administra lentamente, por via intravenosa azul de metileno (URL 2, 1998).

- Tratdndose de animales, los monogdstricos como los caballos y los cerdos son
menos propenses a ser intoxicados por nitratos (Gonzalez, 1989), va que la
conversién de nitratos a nitritos en el intestino se Hleva acabo en la porcidn terminal
del tracto digestivo, en donde hay una menor oportunidad de que los nitritos sean
absorbidos por la sangre (URL 1, 1998). Los poligdstricos como los rumiantes,
generalmente son los mas afectados. Los bovinos poseen el mayor indice de
intoxicacién documentado hasta el momento. En los rumiantes el rumen tiene un pH
neutro, temperatura estable y la flora es muy abundante por 1o cual es en esta zona
en donde se lleva acabo la reduccién. En condiciones normales el nitrito se transforma
en amoniaco, el exceso de este se absorbe en ia sangre y pasa a |a orina como urea;
sin embarge cuando los animales consumen forraje rico en nitratos, éstos no se
convierten totalmente a nitritos, lo cua!l ocasiona que ambos iones se acumulen en el
rumen. Ei nitrato recircula continuamente a partir del bolo que ha sido digerido en el
rumen, por fo que la adicién de nuevas dosis de nitrato intensifica el problema. El
envenenamient¢ con nitrate ocurre cuando el nivel de nitrito en el rumen supera la
capacidad de los microorganismos de convertirlo a amoniaco, cuando esto sucede el
nitrato vy el nitrito se absorben através de la pared del rumen al torrente sanguineo
causando metahemoglobinemia (Gonzélez, 1989). El nitrato presente en la sangre no
crea el problema inicial; sin embargo puede ser recirculado al rumen via saliva 0
secreciones intestinales y asi convertirse a nitrito para ser reabsorbido por el torrente

sanguineo, lo cual incrementa el riesgo.




La toxicidad crénica por nitratos se caracteriza por un envenenamiento en donde los
signos clinicos de la enfermedad no se manifiestan, es mas comuin observar una
disminucidn en ta produccién de leche, pérdida de peso. pérdida de apetito y una gran
susceptibilidad a infecciones; esto ocurre cuando los niveles de nitrato en el alimento
se encuentran entre el 0.5 y el 1% ( Alfonso, 1988; Gonzdlez, 1989). Ei
envenenamiento crénico también ocasiona abortos en fos primeros 100 dias de
gestacion ya que los nitratos interfieren con la implantacién de! huevo en el Gtero.

£n el caso del envenenamiento agudo se observan algunos signos tipicos en el animal
como incremento en el pulso cardiaco, vomite, debilidad, membranas mucosas azul
griséceas, abundante secrecién de saliva y ladgrimas. El animal se encuentra en
condiciones criticas y puede morir en pocas horas después de la ingestién inicial de
dosis mayores al 1% de nitrato en el alimento (URL 1, 1998; URL 4, 1998).

La leche por o general contiene bajos niveles de nitratos: sin embargo la leche
producida por animales alimentados con forraje rico en nitraios presenta altas

concentraciones de dicho ion (URL 5, 1998).

1.5.2 Nitrosaminas y cancer

Durante muchos afies se ha sabido que los nitratos tienen la capacidad de formar
compuestos cancerigenos. Los nitratos por si 30l0S no son cancerigenos, pero actian
como pro-cancerigenos, lo cual quiere decir que reaccionan con otras sustancias para
formar compuestos que si lo son, atraves de un proceso de numerosas etapas:
Primero el nitrato es reducido a nitrito después de la ingestién. En segundo lugar el

nitrito reacciona con compuestos organicos conocidos como aminas secundarias o




amidas, presentes en los alimentos, para formar nuevas entidades quimicas conocidas
como N-nitroso compuestos ya sean nitrosaminas ¢ bien nitrosamidas, muchas de las
cuales son cancerigenas.

En la figura siguiente se esquematiza la formacién de estos compuestos:

R Rs
NOj ¢  NH o ———s  N-N=O

lon Amina Nitrosamina
nitrito secundaria

Figura 1. Sintesis quimica de compuestos N-nitrosados

Dentro del organismo esta sintesis se lleva acabo en el estémago ya que se reunen ias
condiciones necesarias como pH Acido, nitrito libre, aminas secundarias basicas
provenientes de los alimentos o medicamentos {Taylor et al., 1989). Algunas verduras
tienen simultdngamente cantidades elevadas de aminas secundarias v nitratos, como
por ejemplo las espinacas, los rabanos y la lechuga. lo que favorece la aparicién de

nitrosaminas {(Lindner, 1995).




En estudios realizados con animales, esta clase de compuestos se ha asociado con 15
diferentes tipos de cénceres, incluyendo tumores en la vesicula, el estomago, el
cerebro, el eséfago, huesos, piel, rifiones, higado, pulmones, cavidades oral y nasal,
pancreas, sistema nervioso penférico, tiroides, tragquea y hinfoma de las células B y T.
Una amplia gama de tumores, mayor que de cualquier otro grupo de cancerigenos.
Mas de cien de estos N-nitroso compuestos se han probado para determinar la
carcinogenicidad en animales, y se ha encontrado que el 75-80% de #éstos son
cancerigenos. Existen evidencias de que muchos de estos compuestos son
cancerigenos en humanos; analizando numeroses estudios epidemioldgicos, la
Academia Nacional de Ciencias ha establiecido que no hay razdn alguna para suponer
que el hombre no es susceptible. En los humanos los drganos que son mas propensos
a ser afectados por cancer causado por la formacidon de nitrosaminas son el
estémago, el esdfago y la vejiga, asi mismo, las nitrosaminas se asocian con el cdncer
nasofaringeo (URL 3, 1998).

La gran incidencia de cancer de estomago en muchas provincias de Chile se ha
relacionado con la extraccién de nitratos y la consiguiente elevada concentracién de

estas sustancias en los productos del campo (Derache, 1990; Lindner, 1995).




Actuaimente se han identificado un gran ndmero de compuestos N- nitrosados.
Quimicamente se dividen en tres categorias segun su estructura: simétrica, asimétrica

y ciclica. A continuacion se muestran algunos ejemplos:

Nitrosamina simétrica
CHs
Dimetil nitrosamina 0=N-N
\CH,
Nitrosamina asimétrica
~CH,
Nitroso sarcosina O=N-N
" CH,-COOH
Nitrosainina ciclica
/CH:-CH;
N-nitroso pirroliding 0=N-N :
™ CH.-CHs

Figura 2. Ejemplos de nitrosaminas




1.5.3 Otros efectos

£studios recientes han demostrado que existe una estrecha correlacién entre el
consumo de nitratos y fa hipertrofia de la tiroides, gldndula responsable de numerosas
funciones endécrinas y hormonales del organismo {URL 3, 1998).

Estudios de toxicidad crénica Hevados acabo con animales han reportado en ratas una
tolerancia de 1% de nitrato de sodio (NaNQ;) en la dieta durante dos afios sin efectos
y un 5% con ligera disminucién del crecimiente. En perros no se mostraron efectos
adversos con dosis del 2% de nitrato de sodio en la dieta por un periodo de 105-125
dias. Se han hecho pocos estudios experimentales en humanos en los que se
proporcionen a nifios pequefios o adultos alimentos con alto contenido de nitratos; sin
embargo un estudio reatizado por Kibier mostré que nifios pequefios toleraron una
ingesta diaria de 16-21 mg/Kg de peso corporal, de nitrato durante una semana sin
signos de formacién de metahemoglobina, diuresis o algin otro efecto téxico

{Committee on food protection, 1973).

1.6 Decremento del contenido de nitratos como resultado de procesos culinarios

Un estudio hecho en Bélgica para evaluar el efecto de algunos procesos culinarios en
la remocion de nitratos en vegetales, reporta los siguientes resultados:

El lavado de vegetales constituidos en mayor proporcidn por hojas como la lechuga y
la endibia, reduce la concentracion de nitratos en un 10-15%. Por otro lado el tavado
del rdbano reportd una reduccién del 2% unicamente.

En papa se redujo el contenido de nitratos hasta en un 50% cuando se peld y se

coci6; encontrdndose en el agua de coccion una cantidad considerable de éstos.
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La coccidn de la espinaca previa la remocién de los tallos centrales, constituyé una

reduccidn de nitratos del 30% (URL 6, 1998).

1.7 Dosis Diaria Admisible

En 1974 la OMS {(Organizacién Mundial de la Salud) en cooperacion con la FAQ
establecieron la Dosis Diaria Admisible (DDA) de nitratc de 3.65mg/ Kg de peso
corporal/ dia. Lo cual corresponde a 219 mg de nitrato por dia para una persona

adulta de 60 Kg (Derache, 1990).

1.8 Usos

Las sales de nitrato y nitrito se emplean como aditives permitidos por la FDA (Food &
Drug Administration} en carnes y productos cdrnicos, ya que éstos al formar la
nitrosilmioglobina desarrollan un color rosado caracteristico de las carnes curadas, y
actian como inhibidores especificos del crecimiento de Clostridium botulinum,
microorganismo anaerobio altamente peligroso por las potentes neurotoxinas que
sintetiza, que cuando se consumen producen botulismo con un alto grado de
mortalidad debido a la afectacidén de los musculos respiratorios (Furia, 1981; Reichagl,

1983; Badui, 1990).

1.9 Métodos analiticos para su determinacion
Existe una gran variedad de metodologias para determinar el contenido de nitratos en
agua, alimentos y suelo. Los problemas analiticos son generalmente mas simples en el

caso del agua que en los alimentos o muestras bicldgicas. Uno de los métodos mas




antiguos y més ampliamente usados estd basado en la formacidn de un compuesto
color amarillo cuando el ion nitrato reacciona con 4cido fenoldisulfénico. De igual
forma la reaccidn de este ion con &cido cromotrdpico o brucina dd compuestos
coloridos que son la base de la determinacin.

La reduccién de nitrato a nitrito seguida de la formacién de sal de diazonio con
sulfanilamida o Acido sulfanilico v el empleo de 1-naftilamina o similares como agente
copulante, es el principio de los métodos oficiales establecidos para la determinacidn
de nitratos en carngs curadas y en alimento para animales . La utilizacién de columnas
de reduccién de cadmio en donde los nitratos son pasados a través de la columna
para ser reducidos a nitritos y poder ser determinados posteriormente
espectrofotométricamente se ha difundido ampliamente, ya que constituye el principic
del método oficial para la cuantificacion de nitratos en alimentos para bebés. En el
andlisis de forrajes, el método oficial involucra el uso de electrodos de ion selectivo
para la determinacidn potenciométrica de los nitratos {AOAC. 1998). Existen también
métodos enziméticos especificos gque emplean la enzima nitrato reductasa vy
recientemente se ha difundido el uso de la cromatografia de gases y cromatografia de

liquidos de aita precisidon (HPLC} (Committee on food protection, 1973; Stahr, 1991).
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2.- TANINOS

Los alimentos de origen vegetal son una importante fuente de proteina tanto para
humanos como para los animales. Et valor nutricio de déstos depende de la
composictén quimica, en la medida en la cuat los nutrientes son digeridos, absorbidos
vy utilizados. Varios factores interfieren en la biodisponibilidad, siendo dos los
principales: la carencia de enzimas especificas dentro del tracto gastrointestinal y ia
presencia de sustancias que impiden que se lieven acabo las etapas de la digestion
mencionadas anteriormente, que son denominadas factores antinutricionales, los
cuales se definen como sustancias naturales que tienen un efecto negativo a largo

plazo en el crecimiento vy la salud de! hombre y los animales que los consuman.

2.1 Importancia en el reino vegetal

La mayoria de los factores antinutricionales constituyen una proteccién natural de las
plantas en contra de mohos, bacterias, insectos. péjaros y otros herbivoros. Desde el
punto de vista agricola se consideran pesticidas bioclégicos. El efecto defensivo de
dichos factores se relaciona con alteraciones del proceso digestivo {Bressani et al.,

1983; Chang et a/., 1994).

Dentrc de los factores antinutricionales se encuentran los tanings que tienen un
etecto depresivo en la digestién y utilizacion de proteinas, por lo que influyen en el
valor nutritivo de los alimentos consumidos por los humanos y el forraje de los

animales.




Histéricamente el término tanino se ha aplicado a cualquier compuesto con la
capacidad de convertir a |as fibras de coldgeno, presentes en la piel de los animales,
en estructuras impenetrables a atagques microbianos y resistentes a la degradacidn en
condiciones extremas de humedad y temperatura. Este proceso comunmente es
conocido como curtido de la piel. La mayoria de estos compuestos derivados de
fusntes vegetales se identificaron por ser de naturaleza fendlica; sin embargo los
taninos se distinguen de los compuestos fendlicos simples y de las flavonas,
definiéndose como aquellos compuestos con peso molecular mayor a 500 Daltons,
que contienen un nimero sufictente de grupos hidroxilo (1-2 por 100 unidades de

peso molecular) que les permite formar enlaces con proteinas y otras macromoléculas

{Griffits, 1986).

Los taninos estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal casi ubicuamente. Se
encuentran principalmente en las habas, los chicharos, ios frijoles y el sorgo; pero
también en frutas, té y chocolate. (Naczk et al., 1994). Generalmente provocan una
respuesta negativa cuando se consumen, ya que son responsables de producir una
sensacién desagradable de astringencia debido a la unidn con las proteinas de la saliva

y de la mucosa bucal (Lindner, 1995).

Los taninos se localizan principalmente en las vacuolas y en la cera superficial de las
plantas, sitics en donde no interfieren con el metabolismo de la planta, dnicamente
pueden actuar después del rompimiento celular vy tener entonces efectos metabdlicos.

Se encuentran en varios tejidos de las plantas entre los que podemaos mencionar:
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Hojas. Sirven para reducir la palatabilidad y por lo tanto constituyen una
proteccién contra los depredadores.

Semillas. 5e han asociado con el mantenimiento de la latencia vy tienen
propiedades bactericidas. Se localizan principalmente en la cubierta. En las semillas
utilizadas para consumo humano se recomienda eliminar la cubierta para disminuir
los niveles de taninos (Ali et al., 1998).

Raiz. ActUan probablemente como una barrera quimica a la penetracidon vy
colonizacién de patégenos.

Tallo. Juegan un papel en la regulacién del crecimiento. También se encuentran en
el tronco de las coniferas contribuyendo a la durahilidad natural de la madera ya

que inhiben la actividad microbiana (URL 7, 1998).

El contenido de taninos estd relacionado en forma directamente proporcional con el

color de las semillas o las flores; es decir que en aquellas que tienen poco colorido o

bien son palidas se encuentran éstos en bajas concentraciones, mientras gue las que

poseen celores intensos contienen niveles significativamente mayores de tanings

(Bressani et al., 1983; Chang et al., 1994; Makkar et al., 1997; Hill et a/., 1998).

2.2 Propiedades quimicas

Quimicamente son compuestos cligoméricos con multiples unidades estructurales con

grupos fendlices libres, con un peso molecular mayor a 500 Daltons, son solubles en

agua, con excepcion de algunas estructuras con peso molecular muy aito, tienen la

propiedad de precipitar alcaloides, grenetina y otras proteinas; usualmente se dividen
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en dos grupos de acuerdo a la estructura y reactividad frente a agentes hidroliticos, en

particular dcidos (Naczk efal., 1994):

Hidrolizables. Moléculas cuye tipico representante es el acido tanice y son
facilmente hidrolizadas por 4cidos, dlcalis y enzimas hidroliticas {tanasal, para
formar glucosa y &cido gdlico o bien otros 4cidos fendlicos similares como el
elagico o acido quinico. Su estructura consiste en un centro de azucar al cual se
unen moléculas del &cido galico mediante enlaces éster, formados entre el grupo
hidroxilo del carbohidrato y el grupo carbonilo del compuesto fendlico. Aunque los
taninos hidrolizables estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, su

importancia en nutricién es limitada (Griffits, 1986).

Condensados. Son comunmente |lamados proantocianidinas. Son polimeros de 2
a 50 o mas unidades flavonoides unidas por enlaces carbono-carbono en ia
posicidn 4 de una unidad con |a posicién 6 u 8 de otra adyacente. La estabilidad
de estos enlaces es considerablemente mayor que la de los enlaces éster de los
taninos hidrolizables, por consecuencia sus efectos en la nutricidn son mayores
(Huisman et a/., 1992). Estos compuestos son dificiles de degradar, pero cuando
se emplea una hidrélisis dréstica, producen pequefias moléculas o monémeros
flavonoides incluyendo catequinas y antociantdinas. Dependiendo de la estructura
quimica y grado de polimerizacién pueden o no ser solubles en solventes organicos

{(Trugo et al., 1998).

Ambos grupos poseen suficientes grupos fendlicos para interaccionar con sustratos

mediante ta formacién de mdltiples puentes de hidrogeno (Hagerman et a/., 1398}
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A continuacién se muestra un ejemplo representativo de cada grupo:

OH
co OH
HO HLCO OH
HOC}-COO ? o
HO /o ocoQou
og ? (o1
i oC oH
Ooa
HO” 0 o
Tanino Condensado Tanino Hidrolizable

Figura 3. Tipos de Taninos

2.3 Efectos téxicos en el hombre vy en los animales

Los taninos tienen un gran impacto en la nutricion humana y animal debido a la

habilidad que poseen de formar complejos con carbohidratos, proteinas y con iongs

metdlicos di o trivalentes como el hierre, dando como resultado un decremento en la

biodisponibiiidad de estos.

Los taninos también se consideran potentes inhibidores

enzimdticos debido a su complejacidn con enzimas digestivas como amilasas,

proteasas y lipasas retardando asi el proceso de digestién (Bressani et a/., 1983;

Chang et a/., 1994). Los taninos se complejan con proteinas de la mucosa intestinal,

lo cual dificulta la absorcion de nutrientes.
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En la siguiente figura se esquematiza la formacion de un complejo tanino-fierro.

Figura 4. Complejo tanino-fierro

£n animates monogastricos los taninos ocasionan una reduccién en 1a ganancia de
peso, baja utilizacidn de proteinas, dafo a la mucosa dei tracto digestive, alteracién
en la excresidén de ciertos cationes y un incremento en la excresién de proteinas y
aminoacidos esenciales {Griffits, 1986).

Estudios nutricionales en ratas, ratones, puercos y pollos han mostrado una reduccitn
en la ganancia de peso cuando son alimentados con dietas con alto contenido de
taninos, incluyendo una disminucién en la produccién de huevo en las gallinas
ponedoras encontrdndose que niveles de 0.5-2% de taninos en la dieta ocasionan
decremento en el crecimiento y en la produccion de huevo y niveles de 3-7% pueden
ser mortales. En general niveles mayores al 5% son letales {Marquardt, 1988;
Horigome et a/., 1988). Los taninos presentes en los alimentos y forrajes han
mostrado una reduccidn en la digestibilidad aparente de nutrientes, particularmente de

proteina cruda, en pollos, ratas y cerdos (Carbonaro et af., 1936).
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2.3.1 Complejacién de nutrientes

Los taninos tienen efectos mas complejos en 1a nutricién de los rumiantes. Se ha
observado depresién en la ganancia de peso y diminucién en la eficiencia de la
conversion alimenticia; sin embargo estas alteraciones son menos intensas que en el
caso de los monogéastricos (Fernandez er al., 1985). En algunos casos los taninos
ingeridos en la dieta tienen efectos benéficos ya que al formar complejos con las
proteinas las protegen de la degradacién en el rumen, asi también contribuyen a
reducir el potencial de hinchazén cuandc los animales pastan plantas forrajeras
{Marquardt, 1988; Reed, 1995).

Estudios en rumiantes han demostrado que los taninos ocasionan un decremento en la
digestibilidad de ia fibra como resultado de la interaccién de éstos con enzimas
celulésicas y las bacterias del rumen, en algunos casos la baja digestibilidad de 1a fibra
es el resultado del déficit ruminal de nitrégenc fermentado debido a la complejacion de

las proteinas con los tanings (Terril et a/., 1994},

Los taninos forman complejos méas facilmente con las proteinas que con los
carbohidratos debido a la capacidad de formacion de puentes de hidrégeno entre el
oxigeno del grupo carbonile del enlace peptidico de las proteinas y los grupos hidroxile
de los polifenoles. Las moléculas polifuncionales de los taninos pueden formar este
tipo de enlaces en diversos sitios de la superficie de la molécula proteinica,
incrementando asi la naturaleza hidrofébica promoviendo la precipitacién, esto es en
valores de pH cercanos al punto isceléctrico de la proteina. La inhibicién de Ila
actividad enzimatica es generalmente un resultado de la formacién de este tipo de
complejos tanino- proteina. Las interacciones tanino-proteina son especificas vy

dependen de la estructura de ambos. lLas caracteristicas de las proteinas que




estructuras abiertas y flexibles y ricas en prolina o hidroxiprolina, ya que estos
aminoacidos imparten flexibilidad a la molécula de proteina y forman fuertes enlaces
de hidrégeno. Las caracteristicas de los taninos son: peso molecular alto y alta
flexibilidad conformacional (Marquardt, 1988).

En la siguiente figura se esquematiza la formacidn de un complejo tanino-proteina:

ou o on |
i A0
o i o4 E'ou 2
foon o wAy et O :
nml:-rlz-clz-o + > liucH ou
" Cﬂ_{_ ‘gﬁ e uo  bu
Fraccién de Tanino Complejo tanino-proteina

una proteina

Figura 5. Complejo tanino-proteina

Estudios recientes en ratas y ratones han demostrado que cuando son alimentadas
con una dieta rica en taninos experimentan un pericdo de adaptacién en el cual
inicialmente pierden peso, pero después de 4 dias aproximadamente comienzan a
ganar peso aunque no tan rapido como las ratas alimentadas con dieta libre de
taninos. Durante este periodo de adaptacidn las glandulas pardtidas de la rata sufren
una alteracion ya que los taninos las estimulan a incrementar la sintesis de proteinas
ricas en prolina, las cuales son secretadas con la saliva e interactuan en la cavidad

oral con los taninos ingeridos en la dieta, protegiendo asi a las proteinas provenientes
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de los alimentos, de tal forma que dicha alteracion reduce los efectos antinutricionales

de los taninos (Marquardt, 1988; Jansman et a/., 1994},

2.3.2 Inhibicidn enzimdtica

Como se menciond anteriormente, otra propiedad de los taninos es que actdan como
inhibidores enziméticos debido a la formacion de complejos enzima - tanino. Al
respecto se han realizado numerosos estudios para comprobar la inhibicidn de enzimas
digestivas. Aquellos realizados /n vitro reportan que existe una alta correlacién entre la
inhibicidén de tripsina, a-amilasa y lipasa y el grado de polimerizacién de los tanincs
(Horigome et af., 1988); con taninos extraidos de frijol se observé inhibicién de a-
amilasa y tripsina {Griffits, 1986; Sandoval et a/., 1998). Estudios in vivo con ratas
han demostrado un decremento en la actividad de tripsina y a-amilasa en diversas
porciones del intestino; sin embargo la lipasa no presenta dicho comportamiento
(Horigome et al., 1988). Por otro lado, en pollos se observd una inhibicion tanto de a-
amilasa como de lipasa en el intestino y en el pancreas como resultado de la ingesta

de altas concentraciones de taninos en la dieta {Longstaff et a/., 1991).

2.4 Efectos positivas

Los taninos sin embargo también producen efectos positivos debido a sus multiples
grupos hidroxilo, pues son considerados antioxidantes naturales ya que constituyen
factores de proteccidn contra las patologias mediadas por radicales libres en el

hombre, como el cancer y la arteriosclerosis. La capacidad de los taninos para actuar
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como antioxidantes puede estar mediada por dos mecanismos: ya sea por la accidn
quelante de metales de transicion como el cobre y el hierro inhibiendo asi la formacidn
de radicales libres en la etapa de iniciacion de la oxidacion, o bien por interrumpir la
propagacién de la cadena de radicales libres (Bonorden et a/, 1994); sin embargo,
Carbonaro et al, {19986), de acuerdo a los resultados obtenidos en un estudio
realizado in vitro con taninos extraidos de haba, sugieren que la actividad antioxidante
es debida a la interrupcidn de la propagacién y no a la inhibicidn de !a iniciacion de la

oxidacion.

2.5 Decremento del contenido de taninos como resultado de procesos culinarios

La remocién de compuestos antinutricionales es esencial para mejorar la calidad
nutricional de los alimentos que los contienen. Esta remocidn generalmente se lieva a
cabo através de procesos simples y econdmicos. Diferentes autores han reportado
gue el remojo. el cocimiento y la germinacién mejoran la calidad, aunque el uso de un
solo método no reporta resultados satisfactorios, siendo necesario en ocasiones la
combinacién de todos ellos (Vidal et a/., 1994). El remojo en agua de frijoles v granos
de soya han reportado una pequefa disminucién del contenido de tanines {Ali et af..
1998). En garbanzo se redujo €l contenido de taminos en 25-50% cuando fueron
remojados en agua por 1B horas, detectdndose en el agua de remojo un alto
contenido de éstos. El cocimiento a ebullicién por 30 minutos y el asado por 10
minutos reportaron una reduccidn de taninos del 73% y el 17% respectivamente
(Barroga et al., 1985). En frijol se reportd una reduccion de 80-90% después de
haber sido remojados en agua y sometidos a tratamiento térmico a 100 °C por 90

minutos {Goycoolea et a/., 1390). En diferentes variedades de haba se observd una
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disminucién de 64-78% después de haber sido remojados en agua y cocinadas en el
mismo caldo de remojo a 121 °C por 60 minutos (Padmaija, 1989). En las hojas de
diferentes variedades de yuca se encontrd una reduccion de 33-50% en el contenido
de tanines después de haber sido secados en estufa a 75°C por 24 horas (Moneam,
1990). En semillas de lenteja se reporté una reduccion del 23% después de 6 dias de
germinacién en condiciones de oscuridad vy riego en dias alternados (Ayet et al.,

1997).

2.6 Dosis Diaria Admisible
La dosis diaria admisible (DDA) de écido ténico es de 500 mg/ Kg. de peso
corporal/dia. Lo cual corresponde a 30, 000 mg de 4cido ténice por dia para una

persona aduita de 60 Kg {Derache, 1990}

2.7 Usos
E} &cido tanico es un aditivo permitido por la FDA, es empleade como agente
clarificante en vinos y cerveza, y en bajas concentraciones como saborizante y

potenciador de sabor (Lewis, 1989).

2.8 Métodos analiticos para su determinacién
Un problema generalizado en la investigacion de taninos es la falta de un método
cuantitativo estandar adecuado para la amplia variedad de semillas, forrajes y plantas

que existen (Deshpande et al., 1985). Numerosos métodos estan disponibles para la
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cuantificacién de taninos; sin embargo ningunc es completamente satisfactorio va que
carecen de especificidad (Deshpande et al., 1987; Makkar et a/.,, 1293; Hagerman A.
E.. 1995). No tedos los polifencles tienen impacto en ta nutricién y los métodos
disponibles no distinguen entre los que si lo tienen y aquellos otros de bajo peso
molecular que se encuentran en las muestras en cuestidn. Existe mucha informacién
bibliografica scbre metodologias para determinar taninos, la cual es muy diversa y a
veces contradictoria. Actualmente los métodos disponibles para el andlisis de taninos
van desde los colorimétricos simples, espectrofotométricos de UV, cromatogréaficos y
enzimaticos hasta las técnicas mas costosas y sofisticadas de resonancia magnética
nuclear {Deshpande et a/., 1987}

Los mas cominmente usados son los métodos quimicos, de los cuales existen dos
tipos: aquellos que cuaniifican polifenoles totales y los que son para grupos
funcionalas especificos. Estos ensayos son particularmente (Gtiles para cuantificar v
determinar la naturaleza quimica de los taninos. Los métodos basados en reacciones
de éxido-reduccién miden propiedades de los fenoles como su potencial redox, entre
ellos se encuentran el de Azul de Prusia y el de Folin-Denis los cuales no son
aspecificos y estdn sujetos a interferencias por numerosas sustancias presentes en 1os
alimentos. Otra propiedad que se aprovecha es la habilidad para complejar ciertos
metales como el hierro en condiciones alcalinas; este tipo de métodos son mas
especificos que los anteriores ya que el color de los complejos depende del patrén de
sustitucidn en el anillo fendlico, por lo que constituye una mejor opcidén para
cuantificar tanincs en muestras que contengan materiales que interfieran con los
métodos redox (Hagerman A.E., 1995; Hagerman et al., 1998).

Dentro de los que determinan grupos funcionales especificos se encuentra el método

de la vainillina que cuantifica flavonoides y por lo tanto tanines condensados, adn en




presencia de taninos hidrolizables; sin embargo se ha cbservado que no reporta
resultados reproducibles {Deshpande et al., 1387; Makkar et af, 1993).

Existen también métodos basados en la capacidad de precipitar proteinas e inhibir
enzimas, los cuales se emplean para determinar la actividad biolGgica potencial de los
tanings presentes en una muestra. En éstos se mide la cantidad precipitada de una
cierta proteina estandar por dichos factores. Entre estos métodos se puede mencionar
la difusién radial y la precipitacidbn de hemoglobina, la cual se puede medir
espectrofotométricamente o bien radioquimicamente, andlisis que es més sensible y
menos susceptible a interferencias pero requiere de técnicas y equipos sofisticados.
Los resultados que reporta este tipo de métodos son wvariables y no son
completamente cuantitativos (Deshpande et &/, 1989; Hagerman A. E., 1995;

Hagerman et &l., 1998).

Entre las dificultades involucradas en la quimica y la bioguimica de los taninos se
encuentra la falta de un estdndar de referencia comercial adecuado para taninos
condensados. El acido tinico se ha empleado ampliamente como el compuesto
representativo de la vasta familia de los taninos, principalmente por su estrecha
relacidn estructural con los taninos naturales va que es una mezcla de cuatro
compuestos polifendlicos que se encuentran en los alimentos en diferentes
proporciones. La catequina ha sido empleada también como estandar en el método de
la vainillina: sin embargo se ha observado que la curva estdndar de esta sustancia no
posee un comportamiento lineat, sobrestimando asi e! contenido de taninos presentes
en una muestra {Deshpande et a/., 1989}. El acido tdnico se considera el estandar
comercial mas apropiado para el andlisis cuantitativo de taninos (Hagerman et a/.,

1988},
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3.- VALIDACION DE METODOLOGIAS

El objetivo principal de validar un método es proporcionar evidencias de que el métedo
realiza aquello para lo cual fue disefiado. La validacién de un método puede definirse
como e proceso por el cual queda establecida, por estidios de laboratorio, la
capacidad de éste para cuantificar la concentracién de un analito (o series de analitos)
en una matriz bioldgica particular con confiabilidad. Lia validacién incluye una
evaluacién de los pardmetros estadisticos especificidad, linealidad, precisién,
exactitud y sensibilidad, y proporciona una medida del comportamiento del método.
Un método estd validado cuando se ha demostrado que su aplicacién proporciona et

grado de precision requerido y su exactitud es satisfactoria.

3.1 Especificidad
Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida (nicamente

a ia sustancia de interés y no a otros componentes de la muestra.

3.2 Linealidad

Se refiere a ia habitidad de un sistema ¢ método para asegurar que los resultados
analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacién matematica bien definida, son proporcionales a la concentracion del
analito dentro de un intervalo determinado, denominado intervalo lineal. comprendido
entre la concentracién minima y maxima de! analitc para el cual el método ha sido

probado.




3.3 Precisién

Es e! grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes alicuotas de una muestra
homogénea. Usualmente se expresa en términos de Desviacion Estindar o del
Coeficiente de Variacién.

La precisién es una medida del grado de reproducibilidad y/o repatibilidad de! método

analitico bajo las condiciones normales de operacién.

* Repetibilidad
Es la precisibn de un métode analitico expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones (analista,

tiempo, equipo, [aboratorio, etc.}

+ Reproducibilidad
Es la precisidn de un método analiticc expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes (analistas, dias,

en el mismo y/o diferentes laboratorios, equipos, etc.)

3.4 Exactitud

Es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente v el valor de referencia.
Se expresa como el porciento de recuperacidn obtenido del andlisis de muestras a 1as
que se les ha adicionado cantidades conocidas del analito. La recuperacion del mismo

debe acercarse al 100%.
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3.5 Sensibilidad
Corresponde a la minima cantidad del anafito que puede producir un resultado
significativo.

Los pardmetros a definir son los limites de deteccién y de cuantificacion.

* Limite de deteccidn
€s la minima concentracién de un analito en una muestra [a cual puede ser detectada,

pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de operacién establecidas.

¢ Limite de cuantificacidn
Es la menor concentracidon de un analito en una muestra que puede ser determinada
con precisién y exactitud bajo las condiciones de operacién establecidas. Dentro de

una curva estandar es la concentracién inferior dentro de! intervalo lineal.

3.6 Estahilidad de la muestra
Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificacién, de conservar su
integridad fisicoguimica y la concentracidn de la sustancia de interés, después de

almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.

Ademas de los paradmetros mencionados anteriormente, se debe demostrar la
confiabilidad del método; es decir la solidez del mismo. La solidez determina el grado

de reproducibilidad de los resultados obtenidos en el andlisis de muestras idénticas
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bajo diferentes condiciones de operacién. La evaluacién de dicha caracteristica en un
método, mide la capacidad de los resultados de permanecer sin alteraciones cuando
existen variaciongs de trabajo.

La etapa final de la validacion de una metodologia consiste en evaluar su
reproducibilidad, lo cual se lleva acabo mediante estudios de colaboracién intra e

interlaboratorio (Taylor, 1983; Lang et a/., 1921 a, b ; Hokanson, 1994 a, b}.




il.- METODOLOGIA

1.- Aspectos generales

A continuacién se presenta un diagrama de bloques para visualizar en forma gréfica

las actividades desarrolladas en el presente trabajo, y seguidamente se describen

brevemente.
SELECCION DE METQDOS SELECCION DE MUESTRA DE
[ REFERENCIA
H
MONTAJE Y COMPROBACION DE PREPARACION DE MATERIAL
METODOS BIOLOGICO
m v

APLICACION EN MUESTRA DE
REFERENCIA
v

DETERMINACION DE PARAMETROS
ESTADISTICOS
Vi

ENSAYQ OE COLABDRACION INTRA E
INTERLABORATORIO
Vit

ANALISIS EN MUESTRAS DE INTERES
Vil

Figura 6. Secuencia de actividades




La investigacidn se inicid con una revision bibliografica de nitratos y taninos,
basicamente sobre aspectos toxicolégicos y metodelogias analiticas de cuantificacion.
El material se consiguid en bibliotecas y hemsrotecas de diversas facultades e
institutos de la UNAM, asi como en la biblioteca central de la Universidad Autdnoma

de Chapingo.

Para et caso especifico de taninos se consulté mediante teleinformatica en el Centro
de Informacién Quimico-tecnolégica de la Facultad de Quimica de la UNAM, en las
hases de datos Analytical Abstracts, BIOSIS y TOXLINE. Se establecié contacte con
la Dra. Ann Hagerman, autoridad en materia de taninos, del Departamento de Quimica
vy Bioquimica de la Universidad de Miami, quien proporciond informacién muy
compleia sobre los métodos existentes para la determinacién de taninos, y facilité
otras publicaciones referentes a diversos aspectos del tema.

€n el caso de nitratos también se realizd una consulta através del Centro de

Informacién de los laboratorios Janssen y Cilag de México

I SELECCION DE METODOS. De acuerdo con los objetivos planteados, para
la determinacién de nitratos se seleccionaron cuatro métodos: enzimético,
de reduccién con sulfato de hidrazina,cromatografico y el de Cataldo; este
ultimo es el que dio resultados satisfactorios en el proceso de validacion.
Para taninos fueron dos. el de Azul de Prusia y el de la {50
{Internationa! Organization for Standardization) “Determinacién de taninos

en sorgo, 1988”, el cual fue validado.




SELECCION DE MUESTRAS DE REFERENCIA. Esta se realizé con el apoyo de
bibliografia basica de toxicologia de alimentos que presentaba datos
cuantitativos de los tdxicos de interés presentes en diversos alimentos. La
seleccion se hizo de una muestra de origen vegetal, ya que con las
metodologias validadas se pretende caracterizar elementos representativos de
este reino. Es importante mencionar que los factores toxicos estudiados son
dos entidades gquimicas diferentes e independientes y su presencia en los
alimentos no es coincidente, por lo cual las muestras de referencia para cada
uno fuercn diferentes.

Para nitratos la muestra elegida fue rabano, en cambio referente alos

taninos fue haba.

APLICACION Y COMPROBACION DE METODOS. Una vez que el método
seleccionado se aplicé sobre estandares quimicos adecuados (reactivos
analiticos de pureza manifestada). se verificé que en el caso de una curva
estandar existiera una alta correlaciéon entre el parametro de deteccidn y la
concentracidn del téxico; es decir un coeficiente de correlacidén r = 0.99. Se

comprobé también que se obtuviera una recuperacién cercana al 100% (90-

110%]1.

PREPARACION DE MATERIAL BIOLOGICO. Se lHevé acabo e
acondicionamiento de las muestras de referencia para realizar el andlisis. El

rdbano fue lavado, deshidratado y molido; el haba dnicamente fue molida.




Vi,

Vil

APLICACION EN MUESTRA DE REFERENCIA. Una vez que se cumplieron los
requisitos previos con los estdndares quimicos y el acondicionamiento de la
muestra, se prosiguid con la cuantificacién del factor tdxico en la muestra de
referencia correspondiente, comprobandose asf la presencia y cantidad de éste
en dicho material, vy se compard el resultado asi obtenido con los datos
reportados en la bibliografia para determinar el grado de concordancia entre

ambos.

DETERMINACION DE PARAMETROS ESTADISTICOS. Habiéndose
caracterizado a la muestra correspondiente, se evaluaron los pardmetros
estadisticos de linealidad y precision del sistema y sobre la muestra, la
Iinealidéd y precisién del método, el % de recobro, el limite de deteccién, el
limite de cuantificacién y la estabilidad del extracto; posteriormente se
describird en forma detallada la metodologia empleada en la evaluacién de
éstos. En esta fase del estudio se contd con un margen de error no mayor del

159%.

ENSAYO DE COLABORACION INTRA E INTERLABORATORIO. Una vez que
se contd con la metodeologia que hubo satisfecho los criterios de los
pardmetros estadisticos mencionados, se comprobé la solidez de 1a
metodologia por medio de los ensayos de colaboracion: esto es, se evalud la
variacion en los resuitados del método en cuestibn en una serie de

laboratorios, para asi decidir si el método es apto para uso general.




VI, ANALISIS EN MUESTRAS DE INTERES. Las metodologias validadas para
ambos téxicos fueron aplicadas en muestras de interés con el fin de contribuir
a su mejor caracterizacion guimico-toxicoldgica.
Se determiné el contenido de nitratos en: espinaca, zanahoria, apio, betabel y
lechuga. Se cuantificaron taninos en las semillas de: napahuite, cacahuanano,

colorin, pipian, mamey y capulin.
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SELECCION Y COMPROBACION DE METODOS

2,- NITRATOS

2.1 Muestra de referencta

La muestra de referencia seleccionada fue rdbano (Raphanus sativus L.} por el alto
contenido de nitratos, de 0.26% a 1.50 % en peso seco, segun lo reportado en la
bibliografia. También se consideraron la facilidad de adquirir la muestra en el mercado

a un precio accesible y ademas la sencilla preparacién que requiere para su andlisis.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Se adquirieron rabanos en el mercado local, se les eliminaron las hojas, con el fin de
tener Gnicamente {os tubérculos; se lavaron, se rebanaron y se secaron en estuta
Lab Line Imperial Il a 60 °C por 48 hrs, determindndose la humedad de éstos, siendo
de 95%. Posteriormente se les realiz6 una molienda gruesa en molino Wiley mills
modelo 4 standard con malla de 1 mm y después se molié¢ finamente en molino
Cyclone Sample Mill con malla de 0.5 mm para contar con harina finamente molida y
perfectamente homogeneizada, que fue la muestra empleada para probar las
diferentes metodologias estudiadas, validar aquella considerada iddnea vy la que se

proporciond a tos diferentes analistas para efectuar los ensayos de colaboracién.
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2.2 Métodos
Para evaluar los diversos métodos para la determinacion de nitratos, se utilizd una
solucidn estdndar de referencia del mismo ion, preparada a partir de  una sal de

Nitrato de Potasio (KNO,}, grado analitico de Merck.

2.2.17 Método enzimético
Este método enzimético especifico estd basado en reacciongs de 6xido-reduccion, ya
que el nitrato presente en los alimentos es reducido a nitrito por la enzima nitrato

reductasa en presencia de Fosfato de Adenosin Nicotin Dinucleétido (NADPH), segan

se muestra en la siguiente reaccion:

nitrato reductasa
Nitrato + NADPH + H —— & Nitrito + NADP™ + H;0

La cantidad de NADPH oxidada durante la reaccidn es estequiométrica a la cantidad
de nitrato. El decremento de NADPH se mide espectrofotométricamente a 340 nm

(Boehringer Mannheim, 1990).

Este método se probd con un sisterma (kit) para determinacién de nitratos en
alimentos de BOEHRINGER MANNHEIM  con numero de catdlogo 905-658,
conteniendo los reactivos: buffer de imidazol, tabletas de NADPH vy la enzima nitrato

reductasa de 4 unidades liofilizada.
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En la primera fase se aplicd a una solucién estandar de 3 pug/ml de nitrato de potasio

(KNO,) con el fin de verificar el % de recuperacién que deberia estar entre 90-110%.

Para la determinacidn en la muestra de referencia, se obtuvo un extracto, disolviendo
harina de rdbanc en agua desionizada a 70°C vy se hizo una purificacién posterior con

los reactivos de Carrez.

2.2.2 Método colorimétrico

Basado en la reduccién de nitratos a nitritos con sulfato de hidrazina en presencia de
cobre, seguida de la formacién de la sal de diazonio con dcido sulfanilico y el empleo
de 1-naftiamina como agente copulante para formar un compuesto colorido vy

cuantificarlo espectrofotométricamente a 520 nm (Stahr, 1991).

Las condiciones de reduccidn de nitratos sugeridas en la bibliografia son:
Incubar por 10 minutos a 100°C el extracto que contiene nitratos, despugs de
afiadir solucidn de sulfato de cobre (50 pg/ml ) v solucidn de sulfato de hidrazina al

0.1%.
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2.2.3 Cromatografia de gases

Método basado en la conversidn de nitratos a nitrobencenc empleando benceno en
condiciones #cidas a temperatura ambiente y su posterior separacion cromatog';réfica.
Este método es una adaptacién hecha por Mario Noa en el Centro Nacional de
Sanidad Agropecuaria de La Habana, Cuba, a la metodologia original de Pentchuck J.,

1986.
£l estudio se llevé a cabo en un cromatdgrafe de gases Gow Mac modeto 69-350 con
detector de conductividad térmica. Columna empacada con 20% DC 200 en

Chromosorb P AW DMCS 80/100 matlas. 4" x 1/4 *°,

Se construyd una curva estandar con un intervalo de concentracicnes de nitrobenceno

de 5 a 40 pg.

La extraccidn de nitratos en la muestra consistié en macerar con agua cierta cantidad

de harina e incubar a 80°C por 30 minutos.
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2.2.4 Método de Cataldo

Método basado en la formacién de un complejo como resultado de la nitracién del
4cido salicilico bajo condiciones acidas extremas, este complejo tiene su maximo de
absorcién a 410 nm en soluciones alcalinas (pH > 12). La absorbancia del croméforo

es directamente proporcional a ia cantidad de nitratos presente (Cataldo et al., 1975).

En resumen, el procedimiento consiste en la extraccién acuosa de nitratos en tejidos
vegetales. Posteriormente centrifugar y llevar a cabo en el sobrenadante 1a nitracién
del &cido salicilico, desarrollar color mediante la adicién de &lcali v leer absorbancia de
la sotucién asi obtenida en espectrofotémetro a 410 nm.

Se determina el contenido de nitratos usando una curva estandar preparada con sal de
nitrato quimicamente pura (sodio, potasio, etc).

En caso de trabajar con muestras cuyo extracto esté muy pigmentado, se recomienda
emplear carbdén activado tanto en fa curva estandar como en la obtencién del

extracto.

Los parrafos anteriores sintetizan el procedimiento empleado; sin embargo una
descripcién mas detatlada con respecto a éste, a los reactivos y equipos utilizados se

presenta en el Anexo 1.

A continuacion la metodologia se muestra graficamente por medio de un diagrama de

flujo.




Preparacidn de curva estandar

Muestra colorida

3 ml solucién estandar de nitrato 10 mg/mi
+ 550 mg carbén activade + 30 ml H,0

y

Filtrar con ayuda de vaclo

:

Uevar a 50 ml y centrifugar

3

Muestra no colorida

Adicionar a tubos de ensaye dilerentes
volumenes de solucidén estandar de NO, de

G.6 mgim!

v

ARadir H;0 para levar a volumaen final da

0.1 mt

v

Adicionar 0.4 mi de acido salicilico al 5%.
Incubar por 20 min a 30°%C

Pellet |

Sobronadanta

!

v

Adicionar 9.5 ml de NaOH 2M.
tngubar por 16 min a 30°C

vacio

Filtrar con ayuda de

¥

l

I Lear absorbancia a 410 nm

Residuo

‘

Filtrado.
Solueién NO, de 0.6 mg/ml

'

Adicionar diferentes
voliimenes a tubos de ensayo

v

Anadir H;0 para llevar a
volumen final de 0.1 ml

Adicionar 0.4 mi de acido
salicilico al 5%.
incubar por 20 min a 30°C

h 4

Adicionar 9.5 ml de NaOH
2Mm.
Incubar por 15 min a 30°C

v

Leer absorbancia a 410 nm

Figura 7. Esquema del procedimiento para la
preparacion de curva estandar




Cuantificacidn de nitratos

Muestra colorida

Extraccidn
0.25-0.9 g muastra + 550 mg carbdn
activado + 30 ml H,0.
Agitar por 15 min

l Filtrar con ayuda de vacio

Residuo Filtrado

'

ceontrifugar

Uevar a 50ml con H,0 ¥

l

r

'

1 Pallot [

Sobrenadanta

:

Filtrar con ayuda de
vacio

l

Residuo

Filtrado.
Extracte de Ia muastra

v

Anadir 0.4 ml da acido salicilico
al 5% excepto al blanco.
incubar per 20 min a 30°C

v

ARadir 9.5 m! de NaQH 2 M._
Incubar por 20 min a 30°C

|

L Lear absarbancia a 410 nm

Figura 8. Esquema del procedimients para la
cuantificacion de nitratos en muestra colorida
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Cuantificacién de nitratos

Muestra no_colorida

Extraccién
0.25-0.9 g muestra + 30 ml H,0.
Agitar por 15 min

v

Filtrar con ayuda de vacio

Residuo | Fittrado

i

y

Llevar a 50 mi ¢
centrifug

on HO vy
ar

y

Pelot J

l Sobrenadante —’

'

vacio

Filtrar con ayuda de

[

Residuo

Fittrado.
Extracte de la muestra

!

Adadir 0.4 ml de acido salicilico
al 5% excepto al blanco.
incubar por 20 men @ 30°C

v

Afadir 3.5 ml de NaOH 2 M.
tncubar por 20 min a 30°C

v

[ Lear absorbancia a 410 nm

Figura 8. Esquema del procedimiento para la
cuantificacion de nitratos en muestra no colorida



3.- TANINOS

3.1 Muestra de referencia

Se selecciond el haba (Vicia faba L.} por su elevado contenido de taninos que es de
0.50% a 2.00%, segun lo reportado en la bibliografia. También se consideraron la
facilidad de adquirir la muestra en el mercado a un precio accesible y la sencilla

preparacién que requiere para su anélisis.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Se adquirieron habas verdes con céscara en el mercado local, se les realizé una
molienda gruesa en molino Wiley mills modelo 4 standard con malla de 1 mm y
después se molié finamente en molino Cyclone Sample Mill con malla de 0.5 mm para
contar con harina finamente molida y perfectamente homogeneizada. que fue la
muestra empleada para probar las diferentes metodologias estudiadas, validar aquella
considerada idénea y la que se proporciond a los diferentes analistas para efectuar los

ensayos de colaboracidn.
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3.2 Métodos

3.2.1 Método de Azul de Prusia

Método cotorimétrico de Price y Butler basado en fa reduccion del ion férrico a ion
ferroso por itaninos y otros polifencles, seguida por la formacién de un complejo
colorido de ferricianuro-ferreso, conocido como azul de Prusia, que tiene su maxima
absorcidén a 720 nm.

En este método se cuantifican polifenoles tdnicos, mediante la extraccion acuosa de
tanings y otros polifenoles vy la extraccién salina con NaCl 0.2 M de polifenoles no
tanicos, ya que los taninos precipitan con dicha solucién; se cuantifican éstos por
diferencia, en forma de 4cido tanico.

Al aplicar la metodologia, se obtuvieron dos extractos: uno disolviendo harina de haba
en agua desionizada, vy el otro en solucion salina de NaCl 0.2M: ambos se
mantuvieron en agitacion y se centrifugaron posteriormente para recuperar el

sobrenadante, el cual fue analizado.




3.2.2 Método 1SO 9648: 1988
Determinacion de taninos en sorgo

Método basado en la reduccidn del ion férrico debida a los polifencles, vy la formacidn
de un complejo coloridoc en  condiciones  alcalinas, cuantificado
espectofotométricamente a 525 nm.

Tiene el inconveniente de aquellos existentes para 1a determinacion de taninos, ya que
cuantifica polifencles totales, expresados como dcido tdnico, y no discrimina entre
aquellos que tienen impacto en la nutricidn y los que no lo tienen (polifenoles de peso

molecular inferior a 500 Daltons).

En resumen, el procedimiento consiste en extraer los tanines por agitacién con
dimetilformamida. Posteriormente centrifugar y adicionar citrato férrico amoniacal v
amoniaco a una alicuota de sobrenadante para desarrollar color y leer absorbancia de
la solucién obtenida en espectrofotémetro a 525 nm. Se determina el contenido de

taninos usando una curva estandar preparada con acido tanico.

Es importante sefialar que la informacidn que se derivé del trabaje experimental

referente a reactivos y equipos utilizados, asi como al procedimiento aplicado se

presenta detalladamente en el Anexo 2.

El siguiente diagrama de flujo muestra gréficamente la metodologia utilizada.




Preparacién de curva estandar

Adicionar a tubos de ensayo diferentas
volumenes de solucion estandar de écido
tanico 0.2 mg/ml

!

Aiadir dimetilformamida al 75% para llevar
a volumen final de 1 ml

Adadir 5 ml de H,0

h

Adicionar 1 ml da citrate férrico amoniacal
0.35 mg/ mi

y

Afadir 1 mi de amoniaco 0.23 mg/mi
Incubar por 10 min a 30°C

Lasr absorbancia a 525 nm

Figura 10. Esquema del procedimiento
para la preparacién de curva estandar




Cuantificacion de taninos

Extraccién
0.3 - 1 gde muestra + 20 ml do dimetilformamida al
715%.
Agitar por B0 min

Uevar a 25 mi con dimetilformamida al 75% y
centrifugar

Pellet Schrenadants.
Extracto de la muestra

Adicionar 1 ml a cuatro tubos de
ensayo

Afadir 9 ml de H,0

4

Adicionar 1 ml de citrato érrico
amoniacal 0.35 mg/ ml

Anadir 1 mi de amoniaco 0.23 mg/
mi excepto al blanco,
Incubar por 10 min a 30°C

y

Leer absorbancia a 525 nm

Figura 11. Esquema del procedimiento
para fa cuantificacion de taninos
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4 VALIDACION

La validacién se realizé de acuerdo a los lineamientos del Manual de Validacidn de
Métodos Analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos de México,

1989.

4.1 Linealidad del sistema

Se determind mediante la construccién de una curva estandar de concentracidn (x}
vs absorbancia (y}, se utilizaren cinco concentraciones diferentes, preparadas a partir
de una misma solucién estandar , con un andlisis por duplicado o triplicado para cada
dilucién.

Con los datos obtenidos se determinaron el coeficiente de correlacidn (r) y el

coeficiente de determinacién (r? ).

Se consideraron los criterios: | r > 0.99 y > 0.98

Los cilculos se realizaron de acuerdo a las fédrmulas presentadas en el Anexo 3.

4.2 Precision del sistema
Se determiné por el andlisis sextuplicado de una determinada concentracién,
preparada a partir de una misma solucion estandar. Con los datos obtenidos se

calculd el coeficiente de variacién (CV) segun la férmula:

Cv= x 100




El criterio fue: CV < 3%.

4.3 Precisién del método

Se determind el contenido del tdéxico en cuestién en la muestra de referencia seis
veces por duplicado. Con los datos obtenidos se calculé el coeficiente de variacién

{CV).

El criterio especifico fue: | CV =10- 15%{, por tratarse de material bioldgico.

4.4 Linealidad del método
Se determind a partir de la adicién a la muestra de referencia de tres o cuatro
cantidades conocidas de la sustancia de interés, cada una se traté de manera

independiente, haciéndose los analisis por triplicado.

Con los resultades obtenidos se calcularon la pendiente {m}, la ordenada al origen (b),

el coeficiente de determinacién (r’), el coeficiente de variacién (CV) y el % de recobro.

Los criterios para cantidad esperada {x} vs cantidad recuperada (y}, fueron:

m=1 .| b=0 |, P?>098] .| Cv=10-15%

¥y porcentaje de recuperacion de 90-110% por tratarse de material bioldgico.

Los calculos se realizaron de acuerdo a las formulas presentadas en el Anexo 4.

4
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4.5 Limite de deteccién

Se construyd una curva estdndar en {a cual se incluyé la lectura del blanco y se
registraron los valores correspondientes a cada concentracién; es decir, gue el eguipo
se ajusté a cero con agua y no con el blanco de reactivos antes de efectuar I3

lectura de cada una de las concentraciones.

Los célculos se realizaron de acuerdo a la férmula:

»3SB+yB

En donde :
y = Valor de absorbancia buscado
SB= Desviacion estandar de la lectura del blanco

yB = Absorbancia de! blanco

[ng]
o~
-

)
.
=

(&)

|
|
i
!
i

SB =

T

| |

Obteniéndose el limite de deteccién (LDD} con el valor calculado de y interpolado en

dicha curva estandar.

4.6 Limite de cuantificacién

Se evalué al comparar et promedio de las respuestas de la menor concentracidn de la
curva estandar con la Desviacidon Estandar calculada de las mismas. El criterio |

considerado fue: si el promedic es igual o mayor que el valor de tres veces la



desviacién estandar {x > 3c), dicha concentracidn se considera el limite de

cuantificacién (LDC).

4.7 Estabilidad del extracto

Se determind mediante |la comparacién de los resultados de tres andlisis iniciates de la
misma muestra con los obtenidos despuéds de permanecer por un tiempo establecido

en diferentes condiciones de almacenamiento.

Las condiciones analizadas fueron:

TIEMPO TEMPERATURA
24 horas T. A,

24 horas R

48 horas T. A,

48 horas R

T.A. = Temperatura ambiente{25-27°C)
R = Refrigeracidn (2°C)

Con los resultados obtenidos se determina el intervalo de confianza (IC) v el factor |

de acuerdo a las férmulas presentadas en el Anexo 5.




Los criterios para considerar estable el extracto fueron: en el 1C debe estar incluido el

valor cero vy el valor del factor 1| debe encontrarse entre 98 -102%

48 Ensayo de colaboracién intralaboratorio

Se llevd acabo en el mismo laboratorio en el que se efectud el trabajo experimental
con el mismo equipo vy los mismos reactivos, contando con un minimo de tres
colaboradores, guienes aplicaron la metodologia por triplicado sobre la muestra de
referencia caracterizada anteriormente y se analizaron los resultados por un andlisis
de varianza: ANDEVA de una via, ya que con este estudio se verificd la diferencia
significativa entre los resultados de los analistas partiendo de una misma muestra; los

resuitados asi obtenidos se corroboraron con una prueba de rango multiple LSD.

4.9 Ensayo de colaboracién interlaboratorio

Se reatizd en tres entidades diferentes, gque a su wvez tuvieron réphcas
internas de  tres  analistas sobre 18 misma muestra caracterizada
anteriormente, y asi se analizaron los resultados reportados por  cada
lahoratorio por medio de un ANDEVA de una wvia para determinar la
existencia de diferencia significativa entre laboratorios; los resultados se

corroboraron con una prueba de rango maltiple LSD.




lil.- RESULTADOS Y DISCUSION

1.- NITRATOS
1.1 Método enzimdtico

Se aplicé el sistemna (kit) a una solucidn estdndar de 3 pg/ ml de nitrato de potasio

{(KNO,}. Se llevaron a cabo tres ensayos por duplicado, cuyos resultados se presentan
a continuacidén.

Tabla 1. Contenido de nitratos en selucion estandar de KNQ,

ANALISIS CONCENTRACION DE ION NITRATO
{ng ! mi}
Valor 1 Valor 2
Ensayo 1 2.879 2.863
Ensayo 2 2.908 2819
Ensayo 3 2.940 3.210

Con los resultados anteriores se obtuvieron los siguientes pardmetros:

PROMEDIO 2.936 + 0.140
% de recuperacién 97.88
C. V. 4771 %

C.V. = Coeficiente de variacion

Ya que los resultados fueron satistactorios al obtenerse una recuperacion de 97. 88

%, se decidid aplicar éste método sobre la muestra de referencia para determinar los

siguientes parémetros estadisticos.
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Con el fin de determinar el contenido de nitratos en los rdbanos y establecer asi la
precisién del método, se efectuaron tres ensayos por duplicado incluyende la

extraccién y purificacién, obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 2. Contenido de nitratos en muestra de referencia: rdbano (% en peso seco)

ANALISIS CONCENTRACION DE ION NITRATO
{g/ 100 g de muestra)
Valor 1 Valor 2
Ensayo 1 0.353 0.339
Ensayo 2 0.418 0.380
Ensayo 3 0.432 0.443

Con los valores anteriores se obtuvieron los siguientes pardmetros:

PROMEDIO 0.394 + 0.043
C.v. 10.954 %

C.V. = Coeficiente de variacién

Una vez que se determind el contenido promedio de nitratos en ribang con un
coeficiente de variacién de 10.965%, el cual se considerd aceptable para este tipo de
muestra biolégica compleja de la cuat no se lleva acabo una purificacién total. se
procedié a determinar ta linealidad del método al obtener el % de recuperacion a
partir de una cantidad de nitratos conocida, adicionada a la muestra de referencia y

llevandose a cabo todo el proceso de extraccion y purificacion y trabajdndose bajo las
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mismas condiciones. Se realizaron dos determinaciones por duplicado con diferentes
congentraciones.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Tabla 3. % de Recuperacion de NO, en muestra de referencia: rdbano

CANTIDAD CANTIDAD  CONCENTRACION CANTIDAD %
INICIAL*  ARADIDA ESPERADA ENCONTRADA
fng NO;) (g NOy) {pg NO;) {ng NO;' ) RECUPERADO
0.98 1 1.98 4.08 204.04
0.98 10 10.98 24.20 220.40

a = Considerando 0.050 g de muestra

Al obtenerse una recuperacién del 204 al 220 %, significa que este método no
cumple con el criterio de linealidad, ya que se considera aceptable una recuperacién
del orden de 90 a 110%:; como los resultados fueron superiores a este intervalo, con
dicha metodologia se sobrestima el contenido de nitratos presente en las muestras,
por lo cual no es apta para su uso en andlisis, ya que de emplearse los datos que

reportaria, no serian confiables. Por lo anterior se descartd esta metodologia.
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1.2 Método celorimétrico

Este método se probd sobre una solucion estandar de nitrito de potasio {KNO, )de
Merck, grado analitico, con el fin de construir una curva estandar con intervalo de
concentraciones de 0.04- 0.96 pg, para asi determinar indirectamente por medio de
los nitritos, la cantidad de nitratos presentes en la muestra.

Una vez que se construyd la curva estdndar de nitritos con un coeficiente de
correlacion de 0.995, se verificé que la reduccién de nitratos a nitritos fuera total, lo
cual se probd en una solucién estandar de nitrato de potasio (KNQ,), de concentracidén
conocida, a temperatura ambiente vy a 100 °C por 10 minutos; sin embargo los
resultados no fueron satisfactorios, por lo gue se decidid incrementar el tiempo de
incubacion a 2% minutos, pues se pensé gue se aseguraria  asi una completa

reduccion.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla 4. Reduccidn quimica de nitratos

ENSAYO TEMPERATURA TIEMPO DE INCUBACION  RESULTADO

(°C) {MIN)
27 10 No reduccién
B 100 10 60% Reduccién
100 25 No reduccidn

62




De acuerdo a los resultados, con el incremento del tiempe de incubacidn no se
obtuvo reduccidén, siendo la maxima a les 10 minutos como lo establece la
metodologia; sin embargo una reduccion de 60% sobre una sal quimicamente pura no
es satisfactoria para aplicar el método sobre una muestra biolégica de la cual no se
tiene un estandar sino solamente un intervalo tedrico de concentracién, por lo tanto
los resultados que se obtienen no son confiables ni aceptables ya que se subestima la
concentracidn real del téxico en cuestién. Dado lo anterior éste método tampoco se

validé.

1.3 Cromatografia de gases

En un principio se establecieron las condiciones de trabajo empleando benceno grado
cromatografico de Merck, con el fin de verificar sus caracteristicas cromatogréficas y

asi identificario posteriormente en los cromatogramas siguientes.

Tabla §. Condiciones de trabajo en cromatégrafo
para determinar nitrobenceno

Temperatura del horno 140° C
Temperatura inyector 170° C
Termnperatura detector 180° C
Flujo de gas portador 76 ml/ min

(Helio)

Presién de entrada del 20 psi

gas
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CHAKNEL A INJECT 28:85:98 16:26:31
t =6
1. 14 7
Bonceno
29:05:98 16:126:31 CHz "A" P$s 1.
FILE 1. METHOD o, RUN 7 INDEX 7
PERKS AREAZ RY ARER 8C
) 8.03 . 26 449 01
2 99. 957 8.78 1512982 B3
3 8. 813 1.14 195 @5
TOTAL 108, 1513630

Figura 12. Cromatograma de benceno

Una vez que se establecieron las condiciones de trabajo, se inyecté una mezcla de
benceno grade cromatogrifico de Merck. nitrobenceno grado analitico de Productos
Quimicos Monterrey, eqguivalente a una concentracion de 20 pg, vy p-
cloronitrobenceno grado analitico disuelto en benceno, el cual se empledé como

estandar interno.

Lo anterior se efectud con el fin de caracterizar la mezcla que se obtendria

posteriormente al realizar la derivacién de nitratos a nitrobenceno, a continuacién se

presenta el cromatograma asi obtenido.
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CHRHHEL R THEECT 121063138 16189134

r_____..__...-—-  mmmal o 2,47 pretoromiucteicmmn
12tQ5298 168 A9V 34 CH= *"A" P&= 1.

rILE 1L METHOD 9. RUN 10 IHMBEX 1@
PERKS AREAX ®Y AREA &C

i a. 92l o. ag 140 02

Z . a38 .23 2573 a1

3 . a2 a. 39 7?3 02

+ 97. 862 @.68 4320063 B2

] 1.4 2 o3

s 0. 58 4. 68 3eaol 01

> 1.332 9.7 58233 93
-JOTAL 104

Figura 13. Cromatograma de la mezcla benceno. nitrobenceno y p-cloronitrobenceno

Para realizar la derivacién quimica se empled una solucién de nitrato de potasio
(KNO,}, benceno y acido sulfirico concentrado de J. T. Baker. Se inyecté al
cromatégrafo el derivado asi obtenido con el fin de verificar la eficiencia de la

derivacién, obteniéndose el cromatograma siguiente:

65




4. 88

-Cloronit robence e
3.17 s

12:16398 16:24:36 CH= "R~ PS5a 1,
FILE 1. METHOD @. RUM 11 IHDEX 11
PEAKH ARER RT "ARER BC

1 2. 051 9,23 2406 a1

2 o_paz2 8. 39 87 @2

2 97.8% 8. 67 4661772 02

. 8. 864 1. 98 2861 03

) e_ga33 4. 89 32654 01

€ 13248 9.17 64215 B1

1968, 4764198

Figura 14. Cromatograma de la mezcla de derivacién

La concentracién de nitrobenceno obtenida es eguivatente a 20 pg de nitrato ¢como en
el cromatograma anterior, lo cual permite comparar ambos.

De acuerdo al cromatograma de la figura 14 se observa que se obtiene la misma
mezcla que en el cromatograma de la figura 13, con una relacién de areas muy similar
de nitrobenceno, que es el compuesto de interés, por lo tanto se comprobd la
conversién a nitrobenceno bajo las condiciones propuestas, con un % de recuperacion

del 99.62%.
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Por lo anterior se decidié aplicar la metodologia sobre la muestra de rabano para
comprobar la presencia de nitratos en ésta y asi cuantificarlos para validar

posteriormente el método.

Se construyd una curva estandar con un intervalo de concentraciones de nitrobenceno

de 5 a 40 mg, la cual dio un coeficiante de correlacion satisfactorio de 0.997.

La siguiente figura muestra el cromatograma obtenido cuando se cuantificaron los

nitratos en rabano.

-

Bancent
4.68 hetrobancena
B, es L
GA:0?7:90 16137102 CH= "A" PS= 2.
FILE 1. METHOD o, RUN 10 IHDEX 1@
PEAKS ARERZ RT AREA BC
1 a. 208 9. 89 509 a2
2 9. 943 8. 18 2781 a3
3 Q, 001 3.5 82 @z
4 96, 499 0.56 €3197989 @3
- Q. 824 4. 68 157¢ 01
6 1. 425 6. 88 92562 81
‘108, 64953091

Figura 15. Cromatograma del contenido de nitratos en rdbano
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La cantidad de nitratos encontrada en rdbano segun el cromatograma de ia figura 15

es de 3.587 pg. equivalente a 6.32 x 10 ? %, cantidad extremadamente pequefia

comparada con los datos de la bibliografia y con aguelios obtenidos con el método

enzimético; razén por la cual se decidié modificar las condicionges de extraccién,

haciéndola mas eficiente, lo cual se llevé a cabo extrayendo con agua en Soxhlet por

3 horas, deshidratando posteriormente en rotavapor Bichi 461 para resuspender

después en un cierto volumen de agua y derivando dicho extracto bajo las mismas

condiciones efectuadas anteriormente.

E! derivado asi abtenido se representa en la siguiente figura.

CHANMEL A 'THJECT  A3:67:98 17:02:39
e S T il e
HBencene
. 24 Narobewgng
- ha ]
r_ T.EH
P-LIA DM OD BNC SN0
08:@7:93 17:02:33 LH= “A= PC. a-
FILE 1. METHOD e, RUN 13X INDEX 2132
FEAKE ARERZ RT ARER BC
i o. 001 g, a7 164 G2
2 9, 022 e, 1V an9e @3
3 Q. 091 @.47 127 &2
4 98, 492 9. 52 12731%6861 @2
S 0. 82 4. 24 2555 21
6 = 1,435 8. 04 188183 981
TCTAL 1080, 12930799 -~

Figura 16. Cromatograma del contenido de nitratos en rabano obtenido con extraccion
optimizada
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De acuerdo al cromatograma de la figura 16, la cantidad de nitratos encontrada 8s de

0.116%, la cual es mayor que la encontrada anteriormente; sin embargo es menor a

la que reporta la bibliografia y el método enzimatico. Con lo anterior se deduce que

el proceso de extracci6n a partir de una matriz bicldgica no fue eficiente aun y para

comprobarlo, se decidié inyectar al cromat6grafo un derivado de nitrobenceno

obtenido a partir de una solucion estandar de KNO, equivalente a 30 pg, sin haber

sido sometido al proceso modificado de extraccién, o cual dio como resultado el

cromatograma de la figura 17.

FILE
PERKS

U AW

TOTAL

CHANNEL &

INJECT 30:13: 26
=X A =
L 3. 46 Nirohemorno
G, 27 v -
Ba:1Z:24 CH= “R“" PS= 4.
1. METHOD 9. RUH 2z INDER 2
AREAX RT AREA BC
3, o4 @. a6 139 B2
Q. 018 9.13 487 a3
0. 001 8.45 45 B2
57. 208 9.51 3848577 a3
1. 946 I, 46 38129 21
1.752 6. 37 63771 a1
100. 3752363

Figura 17. Cromatograma del contenido de nitratos en una solucion de KNO; sin ser

sometida al proceso de exiraccion
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Con el fin de comprobar la eficiencia de la extraccién, se inyecto el derivado obtenido

a partir de la misma solucién de KNO, ., pero habiendo side sometida al proceso

modificado de extraccidn en una matriz de dextrina, dicho derivado se muestra en la

figura 18.
q
Y 3 e o 3
e
Bencend
.33 Nitrobenceno
[79°11
p-clorenitrobencero
98:32:53 CH= "A" PS= 1,
BILE 1. METHOD ‘B’ RUN 3 INDEX 3
PEAK# ARERA} RT AREA BC
1 8. 863 2. o7 197 @2
2 e. 821 8.18 1462 83
k4 98. 668 ©.45 6712959 01
4 8. 866 2.33 4461 91
5 1,242 6.86 84533 01
@8, ‘63632652

Figura 18. Cromatograma del contenido de nitratos en una solucién de KNQ,
sometida al proceso de extraccidn
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Al comparar los cromatogramas de las figuras 17 v 18, se observa que los resultados
difieren en gran medida, obteniéndose en el uitimo una recuperacién del 34%, lo cual

indica que la cantidad de nitratos detectada en la muestra no es real y por lo tanto los
resultados no son confiables, ya que las condiciones de extraccién probadas no son

eficientes.

1.4 Método de Cataldo

Con este método se obtuvieron resultados satisfactorios cuandoc se aplicé en
estandares quimicos y en la muestra de referencia, por lo cual fue validada
finalmente, después de incluir ciertas etapas en el manejo de |la muestra que no
mencionaba la metodologia original y que se consideraron fundamentales de acuerdo
al tipo de muestras analizadas, como es el caso del empleo de carhdén activado para
suprimir la pigmentaciéon de los extractos de muestras coloridas y los pasos
posteriores para su eliminacién, asi también el contro! de volimenes con matraces

volumétricos.

Con dicha metodologia se determinaron los parametros estadisticos del

proceso de validacién,
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1.4.1 Validacién

1.4.1.1 Linealidad del sistema

Se construyd una curva estandar, a partir de una solucién estdndar de nitrato de

potasio (KNQ;) de Merck, cuyos triplicados y gréfica se presentan a continuacién.

Tabla 6. Datos de curva estandar

NITRATOS ABSORBANCIA

X (ug A\ Y, Y,

% =0 0.0 0.0 0.0
%, =6 0.105 0.105 0.092
X;=10 0.14% 0.147 0.163
x, =30 0.366 0.402 0.426
xg =40 0.509 0.518 0.573
xg =60 0.815 0.796 0.841

Figura 19. Curva estdndar de nitrates
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Ya que el coeficiente de correlacion (r} es mayor a 0.99 y el coeficiente de

determinacién (r2) es mayor a 0.98, se cumple con los criterios de linealidad del

sistema; es decir se establece que existe una correlacién lineal entre la sefial obtenida

{absorbancia) y la concentracion.

1.4.1.2 Precisidén del sistema

Para una concentracién de 60 ug de nitrato se encontraron los siguientes valores de

absorbancia.

Tabta 7. Valores de abscrbancia
feldos a 410 nm

ABSORBANCIA

0.815
0.795
0.822
0.841
0.789
G¢.784

Con los datos anteriores se calcularon los siguientes parametros:

X 0.807
o 0.021
C.V. 2.720%




Teniendo en cuenta que el coeficiente de variacién (CV) resulté menor a 3%, puede
afirmarse que se cumple con el criterio de precisién del sistema; es decir que el

sistema reporta resuitados con un alto grado de reproducibilidad.

1.4.1.3 Precisiton del método
Se determiné seis veces el contenido de nitratos en la muestra de referencia (rdbanol,

y se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 8. Contenido de nitratos presentes en rabanos
(%}

% NITRATOS [msi
2.069
2.332
2.422
1.934
2.261
1.896

ms = masa seca. Considerando 95% de humedad en rdbano

Los parametros a los que se llegd con los datos anteriores son ios siguientes:

X 2.115
[+ 0.221
cv 10.456 %
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E! coeficiente de variacion (CV) esta en el intervalo 10-15%, por lo que se cumple con

el criterio de precision del método.

El contenido promedic de nitratos que se encontr§ en radbano fue de 2.115%. valor

que no se ubica dentro del intervalo reportado en la bibliografia de 0.26-1.50%; sin

embargo, se consideré correcto sobretodo tomando en cuenta los mdltiples factores

gue influyen en el contenido de nitratos en los vegetales, y que son la variedad vy

especie de la planta, el grado de maduracién, su estado de salud, el contenido de

humedad, el tipo de suelo, la cantidad de luz recibida y la época de cosecha.

1.4.1.4 Linealidad del métedo

A continuacién se presentan los resuitados que se obtuvieron después de adicionar

cuatro cantidades conoccidas de nitratos a 12 muestra de referencia.

Tabla 9. Recuperacion de nitratos adicionados a una muestra de rdbanos.

(g de NO,' )
CANTIDAD CANTIDAD CANTIDAD CANTIDAD
INICIAL® ADICIONADA  ESPERADA ENCONTRADA
X Y, Y, Y,
7.06 3 10.06 1.0 11.63 10.84
14,12 6 20.12 22.09 22.26 20.98
35.3 5 40.3 36,27 34.6 39.27
35.3 15 50.3 41.2 45.41 43.06

* A partir de diferentes caniidades de muestra




Los siguientes pardmetros son el resultado de los cdiculos efectuados con la

informacién anterior.

m 0.827

b 3.768

e 0.986

cv 10.494 %
recebro 89.9-1106%

Al considerar que el valor del coeficiente de determinacion (r’) es mayor de 0.98; el
coeficiente de variacién (CV) se encuentra entre 10-15% vy el % de recobro entre 90-
110%. se cumple con los criterios para !a linealidad del método; es decir se
comprueba que el método es exacto ya que existe concordancia entre el valor

experimental y el valor de referencia.

1.4.1.5 Limite de deteccién
A continuacién se presentan las lecturas de absorbancia obtenidas para diferentes
concentraciones de nitratos, cuando se ajustd el equipo de medicién con un blanco

de agua y no con el blanco de reactivos, del cual también se registro la lectura.
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Tabla 10. Datos de curva estandar de
Nitratos. Incluida la lectura det blanco

Concentracién Absorbancia

{ pg de NO,')
X, Yy

Q iblanco) 0.012

6 0.112
10 0.163
30 0.427
a0 0578
60 0.783

Con los datos anteriores se calcutaron los siguientes parametros:

sB 0.021
Y 0.095
LDoD 4.955 ug NO;

5B = ndel blance; y = absorbancia calculada;
LDD = limite de deteccién

Ya que el valor de y interpolado en la curva estdndar anterior dd un valor de 4.955

ug de nitratos, éste se considera la cantidad minima de nitratos que puede ser

detectada en !as condiciones establecidas.
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1.4.1.6 Limite de cuantificacién

Se determiné por triplicado la respuesta de la minima concentracién de la curva
estandar. Para una concentracion de 6 pg de nitrato se encontraron los siguientes

valores de absorbancia.

Tabla 11, Valores de absorbancia
lefdos a 410 nm

ABSORBANCIA

0.105
0.105
0.092
Parametros obtenidos:
x 0.100
o 0.007
3o 0.022

El promedio de las respuestas (x) de cada curva estandar para una concentracién de 6
pug de NO,, es mayor al valor de tres veces la desviacién estandar (3 o), esta
concentracion (que reporta resultados reproducibles y se encuentra dentro del

intervalo de linealidad para el sistemal, se considera el limite de cuantificacion.
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1.4.1.7 Estabilidad del extracto

Se obtuvieron los siguientes resultados del contenido de nitratos en el extracto de la
muestra de referencia cuando fue almacenado bajo diferentes condiciones de tiempo y

temperatura.

Tabla 12. Contenido de nitratos en extracto de rdbano en muestra seca
bajo diferentes condiciones de temperatura/ tiempo

(%}

INICIAL TA/24 hrs Rf24 hus TA/48 hrs R/4A8 hrs
2,498 1,996 2.504 0.321 2.524
2.582 1.850 2.605 0.699 2.643
2.718 2.158 2.763 0.450 2.710

TA =Temperatura ambisnte {25-27°C) R = Refrigeracidn {4°C)

Con éstos datos se calcularon el intervalo de confianza y el valor del factor | para las
diferentes condiciones de almacenamiento; resultados que se presentan a

continuacién.

Tabla 13. Valores de Intervalo de confianza y factor 1
para diferentes condiciones.

Temperatura/ tiempo IC 1
TA /24 tus -0.854 a -0.341 76.284
R/ 24 hrs -0.206 a 0.255 100.926
TA/ 48 hrs -2.408 a -1.809% 18.837
R/ 48 hrg 0.170a20.222 101.919

IC = Intervalo de confianza

ESTA TESIS W) DEBE
SALIR DE LA GiwudTECA -




El extracto es estable en condiciones de refrigeracidén a las 24 y a las 48 hrs ya que
para ambos el IC contiene el valor cero y el factor I se encuentra dentro del intervalo

97- 100%, no asi a temperatura ambiente, en |a cual se observa una pérdida del 20%

en 24 hrs y del 80% en 48 hrs.

Una vez que se hubieron satisfecho los criterios establecidos para cada uno de los
pardmetros estadisticos anteriores, se realizé el estudio intrataboratorio y cuando se
obtuvieron resultados uniformes se realizd el estudio interlaboratorio con el apoyo de

tres laboratorios incluyendo el propio.

1.41.8 Ensayo de colaboracidn intralaboratorio

Se realizé un andlisis de varianza ANDEVA de una via con un nivel de significancia del
95% con los datos de tres analisis por triplicado de tres analistas del laboratoric 111
del Departamento de Farmacia de [a Facuitad de Quimica, con un total de nueve datos
por analista, Se verificé la existencia de diferencia significativa de 10s resultados entre
analistas de acuerdo a la hipdtesis: s/ ef valor calculado de F es mayor que el valor de
tablas, se establece que existe diferencia significativa al % de significancia

establecido. El resultado se comprobd mediante una prueba de rango mudltiple LSD.
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Tabla 14. Cuadro de anélisis de varianza con nivel de significancia de! 95%. Prueba LSD

Fucate de la variacion Grados de tibertad sC CcM Fcal Fab
Analistas 2 0.1738 (1.086Y 1.418 337
Repeticiones 24 1.4714 0.0613
Total 26 1.6453

SC = Surna de cuadrades; CM = Cuadrados medios: Feal= F calculada; Frab = F de tabla

Ya que el valor de F de tabla es mayor al de F calculada, se establece que entre los

resultados de los analistas no hay diferencia significativa con un nivel de significancia

del 95%,
Tabla 15.  Prueba de rango mdltiple LSD
Analista No. dc Datos Promedio Grupos homogéncos
[ 9 29537 X
2 9 2,990 X
3 9 3.138 X
Contrastc Diferencia  Limite
1-2 <0038 0.240
1-2 {186 0.240
2-3 -(0.147 0.240

Se confirma que hay homogeneidad en los resultados de tos analistas, por lo tanto los

resultados que arroja la metodologia son reproducibles.
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1.41.9 Ensayo de _colaboracidn interlaboratarig

Los laboratorios participantes fueron:

- el laboratorio 111 del Departamento de Farmacia de la Facultad de
Quimica

- el laboratorio de boténica del Colegio de Postgraduados de fa Universidad
Auténoma de Chapingo contando con la valiosa colaboracién del Dr. Marco Soto
\

- el laboratorio de Investigacidn y Nutricion del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional sigleo XX1 contande con la colaboracién del M. en C. Miguel

Hernandez Infante

Se realizd un andlisis de varianza ANDEV A de una via con un nivel de significancia del
95% con los datos obtenidos de tres determinaciones por triplicado, de tres analistas,
de los tres diferentes laboratorios participantes. con un tota! de 9 datos por analista.
Se verificd la existencia de diferencia significativa de los resultados entre laboratorios
de acuerdo a la misma hipdtesis aplicada en el ensayo intralaboratorio. El resultado se

comprobd mediante una prueba de rango multiple LSD.

Tabla 16. Cuadro de analisis de varianza con nivel de significancia del 95%. Prueba LSD

Fuente de la variacién Grados de libertad SC M Feal Ftab
Laboratorio 2 7.2854 3.6427 14.378 n
Repeticiones 78 19.7622 0.2533
U Toal T R 270470

SC = Suma de cuadrados; CM = Cuadradas medios: Fcal = F calculada: Ftab = F de tabla
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Ya que el valor de F de tabla es menor al de F calculada, se establece que entre los
resultados de los laboratorios existe diferencia significativa con un nivel de

significancia del 95%.

Tabla 17. Prueba de rango muitiple LSD

Laboratorio  No.de Datos  Promedio  Grupos homogéneos

A 27 2.764 X
B 27 3.027 X
C 21 3.490 X
Conirasle Difcrencia  Limitcs
A-B 0.2625 0.2728
A-C -0.4629 0.2728*
B-C 0.7254 0.2728*

* Denota diferencia significativa

Se observa que hay hamegeneidad en los resultados de los laboratorios A y B pero el
laboratoric C no se comporta de igual forma; estc no quiere decir que la metodologia
no arroje resuttados estadisticamente confiables ya que el ensayo interlaboratorio se
realizéd con tres participantes, que es el nimero minimo requerido; sin embargo se
trata de una poblacién ain reducida para obtener resultados concluyentes, por lo cual
hubiera sido deseable contar con los datos de otras entidades. Esto dGltimo no fue

posible ya que es muy complejo hacer este tipo de evaluaciones.

1.5 Determinacién de nitratos en muestras
Se determind e! contenido de nitratos en muestras vegetales de interés como son:

espinaca, techuga, zanahoria, betabel y apio adquiridas en ¢l mercado local, con un
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proceso de preparacién idéntico al de la muestra de referencia. Se seleccionaron las
muestras mencionadas debido a que !a bibliografia reportaba un alto contenido de

nitratos en éstas.

Las caracteristicas de 1as muestras y los resultados obtenidos se presentan a

continuacién.

Tabla 18. Caracteristicas de las muestras analizadas

Muestra No. Nombre comin Nombre cientifico Humedad *
1 Zanahoria Daucus carota 89.515
2 Espinaca Spinacea oleracea 91.379
3 Lechuga Lactuca sativa 95.728
4 Apio Apium graveolens 91.289
5 Betabel Beta vulgaris 86.84

a= Expresado como %.

Tabla 19. Contenido de nitratos en producto
crudo expresado en base humeda

(%)
Muestra No. % NOy
1 0.016 + 0.037
2 0.246 + 0.057
3 0.056 + 0.030
4 No detectado
5 0.023 + 0.052
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5e observa que el contenido de nitratos varia para cada muestra, el vator mas alto

corresponde a la espinaca con un promedio de 0.246% de nitratos.

De las muestras analizadas, aquellas que estan constituidas principalmente por hojas
son las que presentan un contenido mayor como es el caso de la espinaca vy la
lechuga, este resultado coincide con lo que reporta la bibliografia al mencionar que los
nitratos se acumulan en mavyor proporcién en las hojas que en otras partes de las
plantas, aspecto que se sefialé anteriormente en el capitulo correspondiente a

antecedentes.

En Bélgica en los anos 1992-1993 se llevé a cabo un estudio en el cual se determind
el contenido de nitratos en alimentos de origen vegetal, entre los cuales se encuentran
los analizados en esta seccidn. A continuacién se presentan los resultados cbtenidos

en diche pais (URL 6, 1998).

Tabla 20. Contenido de nitratos reportado
en Bélgica. 1992-1993

(%!}
Muestra No. % NOy
1 0.023
2 0.229
3 0.087
4 (Hojas) 0.272
5 No reportado
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Existe concordancia entre los datos de ambos paises para el mismo tipo de muestras,
con algunas variaciones que se atribuyen a que en el presente estudio el muestreo fue
insuficientemente representativo y, ademdas a que se desconoce el grado en el que
intervinieron en las muestras analizadas los multiples factores que influyen en el
contenido de nitratos en los vegetales, que son: la variedad v especie de la planta, el
grado de maduracién, su estado de salud, el contenido de humedad, el tipo de suelo,

la cantidad de tuz recibida y la época de cosecha.

Es importante resaltar que lo que se considera mas relevante en esta seccidén es la

validez del método utilizado, méas que el valor numérico de los resultados.
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2.- TANINOS

2.1 Meétodo de Azul de Prusia

Este método se probd en la primera fase sobre una solucién estandar de 4cido ténico

de Sigma No. T-0125 grado analitico, con el fin de construir una curva estandar de

acido tanico con intervalo de concentraciones de 1.5- 30 ug para asi determinar su

linealidad.

Una vez que se construyd la curva estidndar de 4cido tanico con un coeficiente de

correlacién de 0.997, y se comprobé su linealidad, se decidié aplicar la metodologia

sobre la muestra de referencia para determinar los pardmetros estadisticos restantes.

Con el fin de determinar el contenido de &cido tinico en haba vy establecer asi la

precision del sistema,

obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 21. Contenide de taninos en muestra de referencia: haba (% acido ténico)

ANALISIS CONCENTRACION DE ACIDO TANICO
{9/ 100 g de muestra)
Valor 1 Valor 2
Ensayo 1 0.430 0.423
Ensayo 2 0.374 0.380
Ensayo 3 0.360 0.3711
Ensayo 4 0.381 0.377
Ensayo 5 0.4 0.440

se efectuaron cinco ensayos por duplicado cada uno,
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Con los valores anteriores se obtuvieron los siguientes parametros:

PROMEDIO

0.396 + 0.030

Cc.v.

7.649 %

C.V. = Coeficiente de variacién

El coeficiente de variacién obtenido de 7.65% se consideré aceptable para este tipo

de muestra bioldgica compleja de la cual no se levdé a cabo una purificacién

exhaustiva. Posteriormente se determind la linealidad del método calcuiando el % de

recuperacion a partir de una cantidad conocida de Aacido tdnico, adicionada a la

muestra de referencia. Se realizaron tres determinaciones por duplicado con diferentes

concentraciones.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Tabla 22. % de Recuperacidn de Scido tédnico en muestra de referencia: haba

CANTIDAD ESPERADA CANTIDAD ENCONTRADA %
ng 4cido ténico } (ng 4cido tanico ) RECUPERADO
6 4.398 73.30
15 11,676 77.843
24 17.896 74.566
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Al obtenerse una recuperacién de 73.30 a 77.843%. significa que este método no
cumple con el criterio de linealidad, ya que se considera aceptable una recuperacion
del orden de 90% a 110%. Como los resultados fueron inferiores a este intervalo, con
dicha metodologia se subestima el contenido de taninos presente en lag muestras,
con lo que se evidencia que no es apta para su uso en analisis, ya que de emplearse

los datos que reportaria, no serian confiables.

2.2 Método ISO 9648: 1988

Determinacién de taninos en sorgo
Este método se aplicd sobre un estindar quimico de referencia, obteniéndose
resultados satisfactorios, mismos a los que se llegd también en las etapas posteriores
a esta fase inicial, hasta que finalmente fue validado, sometido a los ensayos de
colaboracién y aplicado en las muestras de interés mencionadas anteriormentg para

determinar su contenido de taninos.

Cabe mencionar que durante el proceso de validacién. a la metodologia original se le
realizaron ciertas adaptaciones en el procedimiento experimental, con el fin de
optimizarla y eliminar  errores sistemdticos, lo que permitié obtener resultados
satisfactorios, ya que durante el proceso de validacidn se identificaron etapas criticas

en el método que debian ser consideradas al llevar a cabo la cuantificacién de taninos.
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Las adaptaciones realizadas a la metodologia 1SO 9648 : 1988 fueron las
siguientes:

+ La metodologfa original considera un intervalo de concentraciones de 100 a 400
ug de acido ténico en la curva estandar, y se adaptoé para hacerlo de 80 a 400 pg,

ya que entre mas amplio sea el intervalo lingal se incrementa la sensibilidad del

método,

+« El métode 1SO sugiere preparar las concentraciones de la curva esténdar de
manera independiente; esto quiere decir que a partir de una solucién estandar de
Acido tanico se toman 6 diferentes alicuotas y se lleva a la marca de aforo en
matraces volumétricos de 25 ml con sclucién de dimetilformamida al 75%, para
obtener asi 6 soluciones de distintas concentracicnes de &cido tanico y a partir de
éstas tomar la alicucta correspondiente para construir la curva.
Con este procedimiente se hizo una prueba y se comprobé que la cantidad
empleada de disolvente es muy elevada; por lo cual se ajustd dicho punto en la
metodologia para econgmizar el uso de éste y reducir el nimero de etapas en el
proceso ya que se sugiere partir directamente de la solucién estdndar de 4cido
tanico para construir la curva, eliminando asi el uso de matraces volumégtricos y
por consiguiente de exceso de dimetilformamida. La respuesta fue lingal e
idéntica a aquella que se obtiene cuando se lleva a cabo el procedimiento original.

Por esta razén se incluye en el procedimiento propuesto en el presente trabajo.

+ En la etapa correspondiente a la obtencién del extracto, con el método 1SO no se

utilizan matraces volumétricos para controlar el volumen antes de llevar a cabo la
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centrifugacion para separar el extracto. En el presente trabajo se experimentd este
paso adicional y se comprobéd que contribuye a obtener resultados reproducibles,
pues de esta manera se estandariza el volumen empleado en cada ensayo. Esta

adaptacié también se incorpora a la metodologia propuesta.

El método 1SO propone ajustar el equipo de medicién, espectrofotdmetro, a cero
con un blance de agua; sin embargo debido a las caracteristicas de las muestras
con las cuales se trabajé en esta tesis, se sugiere emplear un blanco de muestra,
va que los extractos de algunas poseen color, lo cua! interfiere con las mediciones
del equipo, arrejando asi resultados erréneos. Este inconveniente se corrige

ajustando el equipo a cero con el color base que posee el extracto.

El método 1SO no hace alusién a la presencia de grasa en |a muestra a analizar y
tampoco a los efectos que ésta podria tener en la cuantificacién de los taninos,
por lo anterior se decidié comprobar experimentalmente en muestras con alto
contenido de grasa, si ésta interfiere en la determinacion. Se aplicé la metodologia
tanto en harina integral como en harina desengrasada de la semilla de las mismas
y se analizaron los resuitados asi obtenidos por medio de una prueba de t pareada
y posteriormente con un analisis de varianza ANDEVA multifactorial, con el apoyo
del paquete estadistico Statgraphics version 5, para comprobar si existia diferencia
significativa entre ambos y establecer entonces la necesidad de trabajar con

muestras desengrasadas para obtener resultados confiables.

La determinacion se llevd a cabo por triplicado v los resultados obtenidos se presentan

a continuacién:
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Tabla 23. Contenido de taninos expresado como acido ténico
(%!}

Muestra A B

Cacahuananc 0.987 + 0.002 1.418 + 0.025

‘Napahuite  0.124 + 0.008  0.453 + 0.002

Colorin 0.1927 + 0.009 0.273 + 0.002
Mamey 1.977 + 0.025 4.266 + 0.029
A= Harina Integral B = Harina desengrasada

Se observa que existe diferencia entre los resultados de harina integral vy
desengrasada, lo cual se comprobé estadisticamente mediante la prueba de t pareada,
seguida de un andlisis de varianza ANDEVA multifactorial v una prueba de rango
multiple LSD con un nivel de significancia del 95%. .

Los datos analizados fueron los triplicados de cada una de las determinaciones. El

andlisis estadistico se presenta en el Anexo 6.

De acuerdo con los resultados del anadlisis estadistico se confirma que existe
diferencia entre los resultados de ambas harinas, por lo tanto se concluye que la
cantidad de grasa presente en el material bioldgico interfiere significativamente en la
cuantificacion de taninos en esta metodologia, sobre todo cuando la proporcién de
grasa es muy grande como en el caso del napahuite, el cacahuanano, el colorin v el
mamey; por lo tanto se recomienda trabajar con muestras desengrasadas,
principaimente cuando éstas superan el 5% de grasa, para obtener resultados

confiables sobre la cantidad de taninos presentes en éstas.
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2.2.1 Validacién

2.2.1.1 Lingalidad del sistema

Se construyd una curva estandar, a partir de una solucién estandar de &cido tanico

de Sigma Na. T-0125, cuyos duplicados y grafica se presentan a continuacion.

Tabla 24. Datos de curva estandar

X (pg) Y, Y,

=0 0.0 0.0
x, =80 0.1 0.092
X3 =160 0.202 0.203
x, =240 0.294 0.298
X5 = 320 0.411 0.402
xg =400 0.490 0.494

Figura 20. Curva estdndar de taninos
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Como el coeficiente de correlacién (r) es mayor a 0.99 y el coeficiente de
determinacién (r’} es mayor a 0.28, se cumple con los criterios de linealidad del
sistema; en otros términos queda establecido que existe una correlacion lineal entre la

sefial obtenida {absorbancia) y la concentracién

221.2 Precisién del sistem

Para una concentracién de 320 ug de dcido ténico se encontraron los siguientes

valores de absorbancia, habiéndose efectuado la lectura por sextuplicado.

Tabla 25. Valores de absorbancia
leidos a8 525 nm

ABSORBANCIA
0.411
0.402
0.407
0.400
0.410
0.405

Estos datos permitieron calcular los siguientes parametros:

x 0.405

o 0.004

C.v. 1.073 %
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Esta medicidn indica que se cumple con el criterio de precisién del sistema va que el
coeficiente de variacién {CV) es mencr a 3%: expresado de otra manera el sistema

reporta resuitados con un alto grado de reproducibilidad.

2213 Precisidn del método
Se determind seis veces el contenido de taninos en la muestra de referencia (habal, y

se encontraron los siguientes resultados:

Tabla 26. Contenido de acido tanico presente en haba
(%)

% acido tanico
1.038
1.112
0.861
1.073
0.976
1.134

Los parametros correspondientes se muestran a continuacion:

X 1.032
o 0.100
cv 9.779 %

Puede afirmarse que se cumple con el criterio de precisién del método, en vista de que

el coeficiente de variacién (CV) se encuentra en el intervalo 10-15%.




El contenido promedio de taninos encontrado en haba fue de 1.032 %, valor que
concuerda con el intervalo reportado en la bibliografia que es de 0.5 - 2.0 %, lo cual

contribuyd a pensar que el método arroja resultados correctos.

2.2.1.4 Lineali del método
A continuacién se presentan los resultados obtenidos después de adicionar tres

cantidades de 4cido tanico a la muestra de referencia.

Tabla 27. Recuperacion de acido tanico adicionado a muestra de habas.
{ ng de acido tanico)

CANTIDAD  CANTIDAD CANTIDAD CANTIDAD
{NICIAL * ARADIDA  ESPERADA ENCONTRADA
X Y, Y, Y,
59.690 . 50 1G3.690 95.269 100.320 109.210
103.250 100 203.250 188.760 186.110 188.01
206.500 200 406.500 355,540 385.230 391.62

* A partir de diferentes cantidades de muestra

Los pardmetros encontrados fueron:

m 0.914

b 4.772

7 0.992

cv 5.25% %
Recobro 92.31 - 97.85 %
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Los valores que arrojan los célculos, permiten afirmar que se cumple con los criterios
para la linealidad del método, en razén de que el coeficiente de determinacién {r)) es
mayor de 0.98, el coeficiente de variacién (CV) se encuentra entre 10-15% v el % de
recobro entre 90-110%; esto significa la comprobacién de que el método es exacto

ya que existe concordancia entre el valor experimental y el valor de referencia.

2.2.1.5 Limite d gccidn
A continuacién se presentan las lecturas de absorbancia obtenidas para diferentes
concentraciones de acido tanico, cuando se ajustd el equipo de medicidn c¢on un

blance de agua y no con el blanco de reactivos, del cual también se registrd la lectura.

Tabla 28. Datos de curva estandar de acido
Ténico. Incluida la lectura del blanco

CONCENTRACION (ug) ABSORBANCIA

X, Y,

0 0.043
80 0.147
160 0.255
240 0.348
320 0.446
400 0.544
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Con los datos anteriores se calcularon los siguientes pardmetros:

sB 0.004
v 0.061
LDD ) 10.79 pg acido ténico

SB= ¢ de! blanco; y= absorbancia calculada;
LDD = limite de deteccidn

El valor de y interpolado en la curva esténdar anterior da un valor de 10.79 pg de
acido t&nico, esta cantidad se considera la minima de acido tanico que puede ser

detectada en las condiciones establecidas, sin ser cuantificada.

2.2.1.6 Limite de cuantificacign

Se determind por triplicado la respuesta de la minima concentracién de la curva
estandar. Para una concentracién de 80 pg de acido tanico se encontraron los

siguientes valores de absorbancia.

Tabla 29. Valores de absorbancia
leidos a 525 nm

ABSORBANCIA
0.100
0.094
¢.092
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Los calculos arrojaron los siguientes pardmetros:

X 0.093
3 0.004
jo 0.012

Ya que el promedio de las respuestas (x) de cada curva estandar para una
concentracién de 8Q ug de acido ténico es mayor al valor de tres veces la desviacién
estandar {3 c), esta concentracién, que reporta resultados reproducibles y se

encuentra dentro del intervalo de lineafidad para el sistema, se considera el limite de

cuantificacion.

2.2.1.7  Estabilidad de! extracto

Se obtuviercn los siguientes resultados dei contenido de taninos en el extracto de la
muestra de referencia cuando fue almacenade bajo diferentes condiciones de tiempo y
temperatura.

Tabla 30. Contenido de acide tanico en haba en diferentes
condiciones de temperatura/ tiempo

()

INICIAL TAI24 hrs R/ 24 brs TAI48 hrs Ri48 hrs
1.07 1.067 1.075 1.038 1.034
1.090 1.076 1.103 1.051 1.051
1.083 1.080 1.103 1.076 1.079

TA =Temperatura ambiente (25-27°C) R = Refrigeracidn (4°C}
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Los resultados son l0s siguientes:

Tabla 31. valores de Intervalo de confianza y factor {
bajo diferentes condiciones.

Temperatura/ tiempo Ic 1
TA / 24 hrs -0.011 2 0.034 101.041
R/ 24 hrs -0.013 a2 0.037 101.131
TA/ 48 hrs -0.055 2 0.002 97.577
R/ 48 hrs -0.059 a 0.006 97.493

IC = intervalo de confianza

El extracto es estable tanto a temperatura ambiente como en condiciones de
refrigeracién alas 24 y a las 48 hrs ya que para todos el iIC contiene el valor cero y el

factor I se encuentra dentro del intervalo 97- 100%.

Una vez que se hubieron satisfecho los criterios establecidos para cada uno de los
pardmetros estadisticos anteriores, se realizé el estudio intralaboratorio y cuando se
obtuvieron resultados uniformes se realizd el estudio interiaboratorio con el apoyo de

tres laboratorios incluyendo el propio.
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2.2.18 Ensayo de colaboracién intralaboratoric

Se realizé un anélisis de varianza ANDEVA de una via con un nivel de significancia del
95% vy, una prueba de rango multiple con los datos de tres andlisis por duplicado de
tres analistas, con un total de seis datos por analista. Se verificd la existencia de
diferencia significativa de los resultados entre analistas de acuerdo a ta hip6tesis: s/ ef
valor calculado de F es mayor que el valor de tablas, se establece que existe
diferencia significativa al % de significancia establecido. El resultado se comprobd

mediante una prueba de rango mdltiple LSD.

Tabla 32. Cuadro de andlisis de varianza con nivel de significancia del 95%. Prueba LSD

Fuente de la variacién Grados de libertad sC CM Feal Ftab
Analistas 2 0.0012 00006 0.078 3.55
Repeticiones 15 01173 0.0078
Total 17 0.1183 T

SC = Suma de cuadrados; CM = Cuadrados medios; Fcal = F calculada: Fiab = F de tabla

Ya que el valor de F de tabla es mayor al de F calculada, se establece que entre los
resultados de los analistas no hay diferencia significativa con un nivel de significancia

del 95%.
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Tabla 33. Prueba de rango muitiple LSD

Analista No. de Datos Promcedio Grupos homogéncos
I 6 1.079 X B
2 6 1.094 X
3 6 1.097 X
Toniraste Dilerencia Limiic
1-2 -0,003 0,108
12 0015 0.108
2-3 0018 0.108

Se confirma que hay homogeneidad en los resultados de los analistas, por lo tanto los

resultados que arroja la metodologia son reproducibles.

2.21.9 Ensayo de colaboracion interlaboratorio

Los laboratorios participantes fueron:

el laboratorio 111 del Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica
- el laboratorio 115 del Departamento de Bioguimica de la Facultad de Quimica
- el laboratorio de Investigacion y Nutricién del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional siglo XX!| contando con la colaboracién del M. en C. Miguel

Hernandez Infante.
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Se realizd un andlisis de varianza ANDEVA de una via con un nivel de significancia dei

95% vy una prueba de rango muitiple con los datos obtenidos de tres determinaciones

por triplicado, de tres analistas, de los tres laboratorios participantes, con un total de

9 datos por analista. Se verificé la existencia de diferencia significativa de los

resultados entre laboratorios de acuerdo a la misma hipétesis aplicada en el ensayo

intralaboratorio. El resultado se comprobd mediante una prueba de rango multiple

LSD.

Tabla 34. Cuadro de anilisis de varianza con nivel de significancia del 95%. Prueba LSD

Fuente de la variacibén Gradas de libertad SC M Feal Ftab
Laboratorio ) R Y IF T B VT F TR T TE A N T
Repeticiones 69 2.1997 00318

Total T T T T inss T

SC = Suma dn cuadrados:

Como el valor de F de tabla es mayor

CM = Cuadrados medios:

Feal = F catculada:

Ftab = F da tabla

al de F calculada, se establece que entre los

resultados de los iaboratorios no hay diferencia significativa a un nive! de significancia

del 95%.

1IX)




Tabla 35. Prueba de rango mdltiple LSD

Laboratorio  No. de Datos Promedio  Grupos homogéncos

A 27 1.082 X o
B 18 1.090 b4
C 27 1.137 X
Contraste Diferencia  Limites
A-B 4007 01084
A-C (.054 (L0969
B-C 0.046 0.1084

Se confirma que hay homogeneidad en los resultados de los laboratorios, por lo tanto

los resultados que arroja la metodologia son altamente reproducibles.

2.3 Detem;inacién de taninos en muestras

Se determind el contenido de Acido tdnico en las semillas de: mamey. capulin,
cacahuanano, napahuite, colorin y pipian, adquiridas en el mercado local. Se
seleccionaron las muestras anteriores debido a que son de interés principalmente por
el alto contenido de grasa y/o de proteina gue reportan, razén por la cual son mdltiples
los posibles usos a los cuales pueden ser destinadas. entre ellos ia alimentacién
humana y animal; sin embargo para ello se requiere previamente de numerosos
andlisis de las mismas, entre ellos los referentes a la toxicologia. Con el presente
trabajo se contribuye a tener una mejor caracterizacién quimico toxicoldgica de las

muestras analizadas. especificamente con respecto al contenido de taninos.
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A continuacidn se presentan ias caracteristicas de las muestras y los resultados

obtenidos.

Tabla 36. Caracteristicas de las semillas analizadas

Muestra No. Nombre coman Nombre cientifico Humedad * Grasa® Proteina *
1 Cacahuanano Gliricidia sepium 5.68 21.53 39.35
2 Napahuite Trichilia irta 3.28 47.86 11.64
3 Colorfn Erythrina americana 6.30 18.81 26.32
4 Mamey Calocarpun sapota 45.36 26.38 7.13
5 Capulin Prunus serotina 4.54 44.20 31.67
6 Pipian Cucurbita pepo 5.19 44.02 37.76

a= Expresado como %.

Tabla 37. Contenido de taninos en semilla integral
expresado como acido tanico

Muestra No. % de acido tanico
1 0.987 + 0.002
2 0.124 + 0.008
3 0.196 + 0.009
a 1.976 + 0.025
5 No detectado

B No detectado
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DOebido a que la determinacién de 4cido tanico se llevé a caboe en las semillas de las
muestras vegetales, cuando se menciona cualquiera de ellas, se hace alusién

unicamente a la semilla de las mismas.

El contenido més alto de 4cido tanico corresponde al mamey, stendo éste de 3.14%.

El cacahuanano presenta también un contenido alto de 4cido tanico de 1.112%.

Es importante recordar que el método validado en el presente trabajo cuantifica
polifenoles totales expresados como 4cido tdnico y no discrimina entre aquelios gue
tienen impacto en la nutricién vy los que no lo tienen (polifenoles de peso molecular
inferior a 500 Daltons), por lo cual el contenido de taninos encontrado en las muestras
analizadas no proporciona informacién definitiva del riesgo potencial que constituyen,
por ello se sugiere realizar simultineamente estudios /7 vivo para asi determinar la

proporcién de taninos cuantificados gue tienen efectos antinutricionates.
A pesar de los inconvenientes mencionados anteriormente, el valor numérico del
contenido de taninos presente en una muestra, proporciona una idea general del

posible peligro que ésta representa,

Una vez mdas se hace notar la importancia de la vatidez de! método utilizado en esta

seccién.
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IV.- CONCLUSIONES

Debido a los numerosos factores toxicos que se encuentran en los alimentos y a los
multiples efectos que tienen tanto en el hombre como en los animales. es importante

contar con una caracterizacion guimico toxicolégica de los alimentos.

Es necesario que los métodos analiticos empleados en la deteccidn y cuantificacién
de factores téxicos sean validados, con el fin de comprobar que emiten resultados

confiables, precisos y reproducibles.

£n el presente trabajo, después de haber hecho ciertas adaptaciones, e incluir etapas
que se consideraron necesarias para el adecuado desarrollo experimental; se validaron
dos métodos de andlisis en muestras vegetales: uno para la cuantificacidn de nitratos
y el otro para taninos. Ambos son exactos, precisos y reproducibles; caracteristicas

que son necesarias para establecer la confiabilidad de cualguier técnica analitica.

El proceso de validacién implica multiples pruebas estadisticas que demandan
numerosas repeticiones: ademds llevar a cabo ensayos de colaboracidn es
particularmente dificil ya que es necesario contar con la participacion de un gran

numero de analistas y entidades calificados.

En los ensayos de colaboracién es recomendable contar con una poblacién

representativa tanto de analistas como de laboratorios participantes con el fin de

efectuar anélisis estadisticos significatives y confiables.

107




En el caso del método wvalidado para nitratos, los resultados del ensayo de
colaboracidn interlaboratorio no fueron concluyentes cuando se llevé a cabo con tres

entidades, por to cual se recomienda hacerlo con un nimero mayor de participantes.

Los métodos aqui validados son aptos. Al aplicarse el método de nitratos en diversas
muestras vegetales arrojé resultados que estdn en concordancia con los sefalados por
la biblingrafia consuitada.

En el caso de los taninos, e método propuesto dio una respuesta positiva en el

proceso de validacién, situacion que comprueba igualmente su viabilidad.

Estdn dadas las condiciones para afirmar que los métodos validados en el prasente
trabajo se pueden implantar en cualquier laboratorio de andlisis para aplicarlos sobre
muestras vegetales, con el propésito de determinar el contenido de nitratos y taninos

con la seguridad de obtener resultados confiables.
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ANEXO 1

DETERMINACION DE NITRATOS

Adaptacién al método de Cataldo

REACTIVOS

Todos los reactivos son grado analitico y el agua empleada es destilada.

SAL DE NITRATO *

Solucién estandar de nitrato de 0.6mg/m!.

Solucién estandar de nitrato de 10 mg/mi [empleada en el caso de que se trabaje con
carbén activado}

* Las concentraciones indicadas corresponden al ion NO5~ que es nuestro objeto de

estudio.

ACIDO SALICILICO

Solucién al 5% (m/v) en acido sulfurico concentrado.

HIDROXIDC DE SODIO

Solucidn 2 M.

CARBON ACTIVADO®

* Grado comercial Supelco.
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EQUIPOS
Equipos usuales de laboratorio, en particular los siguientes:
» AGITADOR MAGNETICO Thermoling Multi-stir plate 4, No 29387
= CENTRIFUGA Clay Adams DYNAC.
» ADAPTADOR PARA FILTRACION EN JERINGA MILLIPORE
+ MEMBRANA MILLIPORE tipc HATF-02500 (tamaio poro 0.45 um)
« AGITADORES MECANICOS tipo Vortex
« BANO REGULADOR DE YEMPERATURA Grant con escala de 0-100 ° C.

+ ESPECTROFQOTOMETRO Sequoia-Turner Modelo 340

MATERIAL

Vasos de precipitado de 50 ml
Probeta de 50 ml

Matraces volumétricos de 50 ml
Tubos de ensayo de 140 x 14 mm
Embudos Buchner

Matraces Kitasato

Micropipetas de 50, 200 y 1000 p
Bureta de 50 ml

Tubos de centrifuga

PREPARACION DE LA MUESTRA DE ENSAYO

Se lleva acabo en la forma que se describié en la seccidn de muestra de referencia.
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PROCEDIMIENTO

PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR (Usando carbén activado)

Praparar curva estandar con intervalo de concentraciones de 6-60 pg de nitrato (NO,).

1. En un vaso de precipitade de 50 ml adicionar exactamente 3.0 ml de la solucién
estandar de nitrato de 10 mg/ ml, 550 mg de carbdn activado y aproximadamente
30 ml de agua. Mezclar hasta homogeneizar.

2. Filtrar con ayuda de vacio sobre papel Whatman de! # 41, enjuagando el vaso
sucesivamente con pequefas porciones de agua.

3. Transferir el filtrado cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50 ml y Hevar a
la marca de aforo con agua. homogeneizar y transferir a un tubo de centrifuga de
50 ml. Centrifugar una hora a 2700 - 3000 rpm.

4. Filtrar el sobrenadante con ayuda de vacio sobre papel Whatman del # 542 v
homogeneizar.

La solucién asi obtenida tiene una concentracién de nitrato de 0.6 mg/ml.

Nota I: El filrado debe quedar perfeclamente traslicido, si se observan
particulas en suspension, se sugiere filtrar una vez mas o bien filtrar con dispositivo

Millipore.

5. Rotular 6 tubos de ensayo. carrespondiendo el No. 1 al blanco de la curva, los
restantes corresponden a los puntos de la curva. Adicionar diferentes voliumenes de
la solucién patrén de nitrato de acuerdo con el cuadro No. 1.

6. Aradir agua a cada tubo para llevar a un volumen final de 0.7 mly mezclar por 15

segundos en Vortex




7. Adicionar 0.4 ml de solucidn de &cido salicilico, mezclar por 15 segundos en Vortex
e introducir en bafio de temperatura a 30°C por 20 minutos + 1.
8. Transcurridos los 20 minutos, adicionar lentamente con bureta 9.5 ml de la

solucién de NaOH y agitar por 15 segundos en Vortex. Introducir en bafo de

temperatura a 30°C por 15 minutos + 1.
9. Transferir @ celdas de medicién y leer en espectrofotémetro a 410 nm.

10.Trazar grafica de abserbancia vs concentracién de nitrato, expresada como pg de

nitrato.

PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR (Sin carbén activado)
Partir directamente de la solucién estandar de nitrato de 0.6 mg/ml. Omitir los puntos

1 al 4 de la seccidn anterior vy proceder como se indica a partir del punto 5.

CUADRO No. 1 Datos para preparar la curva estdndar

Tubo 1 Soluéion estindar | H.Q Solucion de Incubacién: § Soluctén de | Incubacidn:
o denitrato 0.6mg/ml [ (uf) 1 acido salicifico 20 min NaQH 15 min
TS AP 1) (mi} 30°C {mi) 30°C
| (blanco) -' 100 0.4 95
2 10 90 04 Q3
3 20 30 0.4 95
4 50 30 ¢4 9.3
5 70 30 0.4 95
6 100 - 0.4 9.5
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QBRTENCION DE EXTRACTO

1. En un vaso de precipitado de 50 m! afadir de 0.25 a 0.9 g de muestra, 550 mg de
carbdn activado y 30 ml aproximadamente de agua. Agitar moderadamente, de

500 a 700 rpm, en agitador magnético durante 15 minutos + 1 min.

Nota 2: El carbén activado Unicamente es necesario si se tiene una muestra cuyo

extracto esté muy pigmentado.

2. Fiitrar con ayuda de vacio sobre papel Whatman del # 41, enjuagando el vaso
sucesivamente con pequeias porciones de agua.

3. Transferir el filtrado cuantitativamente a un matraz volumétrico de 50 ml y llevar a
la marca de aforo con agua, homogeneizar y transferir a un tubo de centrifuga de
50 ml. Centrifugar una hora a 2700 - 3000 rpm.

4. Filtrar e! sobrenadante con ayuda de vacio sobre papel Whatman del # 542 v

homogeneizar para efectuar la determinacion.

Nota 3: € filtrado debe quedar perfectamente traslicido, si se observan

particulas en suspensién, se sugiere filtrar una vez mas o bien filtrar con dispositivo

Millipore.
Nota 4: Al obtener el extracto  se recomienda llevar a cabo
inmediatamente la determinacién, de no ser asi, éste se debe guardar en

refrigeracién hasta que vaya a ser utilizado.




DETERMINACION

Una vez obtenido el extracto de ia muestra problema (Ver cuadro No. 2):

1. Rotutar 4 tubos de ensayo, correspondiendo el No. 1 al blanco de ta muestra

2. Adicionar alicuota de 100 ul de sobrenadante a cada tubo.

3. Afadir 0.4 ml de 1a solucién de 4cido salicilico, excepto al blanco, al cual adicionar

0.4 ml de acido sulfirico concentrado. Mezclar por 15 segundos en Vortex e

introducir en baifio regulador de temperatura a 30°C por 20 minutos + 1.

4. Transcurridos los 20 minutos, adicionar con bureta 9.5 ml de sotucién de NaQH,

mezcltar por 15 segundos en Vortex e introducir en bafio de temperatura a 30°C por

15 minutos + 1.

5.- Transferir a celdas de medicidn y leer en espectrofotémetro a 410 nm,

6.- Mediante la ecuacion de la linea recta abtenida con los datos de 1a curva patrén

determinar ei contenido de nitratos.

Cuadro No. 2 Datos para efectuar {a determinacién de Nitratos

Tubo Extracto H;S0, Solucién de | Incubacidn: | Solucidén | Incubacion:
muestra | Concentrado acido 20'minutos | de NaOH | 15 minutos:
(ul) (ml) salicilico 30°C (i) 30°C
(mD)
1{blanco} 100 0.4 - 9.5
2 100 - 04 9.5
3 100 - 0.4 9.5
4 100 - 0.4 9.5
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ANEXO 2

DETERMINACION OE TANINOS

Adaptacién al método I1SO 9648

REACTIVOS

Todos los reactivos son grado analitico, el agua empleada es destilada.

ACIDO TANICO *
Solucién estandar de referencia de 4cido ténico que contenga 0.2g/ 100 mi

* SIGMA no. T-0125 y dicha solucifn estable por una semana en refrigeracion y
protegida de la luz.

AMONIACO
Solucién de 0.232 g de NH,/100 m! {a partir de Hidréxido de amonio).

Considerar pureza y densidad de hidréxido de amonio.

DIMETILFORMAMIDA
Solucién al 75% (v/v)

CITRATO FERRICO DE AMONIO *
El contenido de hierro debe estar entre 17% - 20%. Sclucidn de 0.35 g/ 100 m!

preparada 24 horas antes de usarse.

® Almacenar en refrigeracion y protegida de la luz.

EQUIPOS

Equipos usuales de laboratorio, en particular fos siguientes:
o AGITADOR MAGNETICO Tharmoline Multi-stir plate 4, No 29387

» CENTRIFUGA Clay Adams DYNAC.




» AGITADORES MECANICOS tipo Vortex
+ BANO REGULADOR DE TEMPERATURA Grant con escala de 0-100 ° C.

s ESPECTROFOTOMETRO Sequoia-Turner Modelo 340

MATERIAL
Vasos de precipitado de 50 ml
Matraces volumétricos de 25 ml
Probeta de 50 ml
Tubos de ensayo de 16 x 150 mm
Micropipetas de 1 y 5 ml

Tubas de centrifuga

PREPARACION DE LA MUESTRA DE ENSAYO

Se lleva a cabo en la forma que se describid en la seccién de muestra de referencia.
En los productos triturados los taninos se oxidan rapidamente, por lo que debe
realizarse el anélisis inmediatamente, o bien guardar en refrigeracién el producto

malido.

Se recomienda desengrasar la harina en caso de que la muestra contenga méas de 5%

de grasa, ya que ésta interfiere en la determinacidén.

PROCEDIMIENTO

PREPARACION DE_CURVA ESTANDAR:

Construir curva estandar con concentraciones de 80-400 pg de 4cido ténico
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1. Rotular 6 tubos de ensayo, correspondiendo el No. 1 al blanco de la curva, los
restantes corresponden a los puntos de la curva. Adicionar diferentes volimenes
de la solucidn patrén de &cido tdnico de acuerdo con el cuadro No. 3.

2. Anadir dimetilformamida a cada tubo para llevar 8 un volumen final de 1 ml y
mezclar por 15 segundos en Vortex

3. Adadir 5 mi de agua a cada tubo y mezclar por 15 segundos.

4. Adicionar 1 ml de solucidén de citrato férrico amoniacal, mezclar por 15 segundos
en Vortex .

5. Afadir 1 ml de solucién de amoniaco y mezclar en Vortex.
introducir en bafo de temperatura controlada y mantener 10 minutos + 1 min a

30°C + 1° C para permitir el desarrollo é&ptimo de color.

6. Transcurridos los 10 minutos, inmediatamente transferir a celdas de medicién v leer
en espectrofotémetro a 525 nm.
7. Trazar grafica de absorbancia vs concentracién de &cido tanico expresada como pg
de 4cido tanico.
CUADRO No. 3 Datos para preparar la curva estandar
Tubo | Sol. acido tanico | Dimetiiforma- | H.O ( Citrato Férrico Amoniacal Amoniaco
: 0.2¢/100 mi mida 75% (mt) 0.35 g/ 100-mi 0.232 g/ 100-m!
L {ml) - .| {ml) (ml) (ml)
W T —— I 5 1 !
2 .04 0.96 3 1 1
3 0.08 0.92 3 | i
4 0.12 0.33 5 | |
5 0.16 0.84 3 1 1
6 0.2 08 5 1 |
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OBTENCION DE EXTRACTO:

—

. Pesar de 0.3 a 1g de muestra en vaso de precipitado de 50 ml

2. Disolver con 20 ml de la solucién de dimetilformamida v agitar moderadamente, de
500 a 700 rpm, en agitador magnético durante 60 minutos £ 3 min.

3. Transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 ml. Llevar a 1a marca
de aforo con la solucién de dimetilformamida, homogeneizar y transferir a un tubo
de centrifuga de 50 mi, tapar ! tubo y centrifugar a 2700-3000 rpm por 10
minutos + 1 min.

4. Decantar el sobrenadanta en un vaso de precipitado y homogeneizarlo para

efectuar 1a determinacién inmediatamente después de obtener el extracto.

Nota 1: Al obtener el extracto se recomienda llevar acabo inmediatamente la

determinacidn, de no ser asf, éste se debe guardar en refrigeracién hasta que vaya a

ser utilizado.

DETERMINACION:

Una vez obtenido el extracto de |a muestra problema, rotular 4 tubos de ensayo
{uno correspondiente al blanco y los restantes al problema, llevdndose a cabo la

lectura por triplicado}
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. Anadir los diferentes reactivos, de acuerdo al orden propuesto en el cuadro No. 4,

Mezclar perfectamente en Vortex el contenido de los tubos después ds cada

adicion.

. Después de la dltima adicién, agitar

e introducir en bafo de temperatura

controlada y mantener 10 minutos + 1 min a 30°C + 1°C para permitir el

desarrollo 6ptimo de color.

. Inmediatamente transferir a celdas de medicién y leer en espectrofotémetro a 525

nm

. Mediante la ecuacidn de la linea recta obtenida con los datos de la curva patrén,

determinar el contenido de taninos y reportar como % de acido tanico.

CUADRO No. 4 Datos para efectuar la determinacién de taninos

v Tubo ~ | Miestra | HiO | Citrato Férrico’Amoniaal " Amoniaco
{ml) (ml) 0.35g/100 m} 0.232 g/ 100:mf
- (mi). (ml)
| {Blanco) 1 6 | JE—
2 1 5 I 1
3 1 5 | 1
4 | 5 1 1
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ANEXO03

Fémulas mateméticas para la determinacién de coeficientes de correlacién [r) y de determinacion {r?)

VALIDACION. LINEALIDAD DEL SISTEMA

2
[nt Exy) - (Zx) (Ey)]

—

[m Ex*)- (Ex)ﬂ [ﬂ M- (Ey)i]

i
—

2

l:nt Tx) - Ex) (E)’)J

r
i

| nt - (zyﬂ

r‘ -
| nt (Ex?) - (Ex)
L
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ANEXO 4
VALIDACION. LINEALIDAD DEL METODO

Férmulas mateméticas para la determinacién de la pendiente (ml y la ordenada al origen (b)

nt (Z xy) - (&x) (Zy) . Ly - m (Ix)

nt

nt (Ex* ) - (Ex)

ANEXO S
VALIDACION. ESTABILIDAD DEL EXTRACTO

Férmulas matematicas para 1a determinacién del intervalo de confianza {IC) vy e! factor (1}

112
IC=(¥i-Y0) + t* [s;u" (2/3):\

En donde:

t* = valor de la t de Dunett con ¢ comparaciones y 2 {c+ 1) grados de libertad y una

probabilidad acumulada de 0.975.

(analisis/ condicion/ tiempo) ZI (condicton/ ticmpo)

I= X

00 T

(analisis inicial)i N
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ANEXO 6

ANALISIS ESTADISTICO EN MUESTRAS INTEGRALES Y DESENGRASADAS

Prueba de t pareada

Tabla 38 . Valores analizados en la prueba de t pareada

Muestra % #Acido ténico® % écido ténico® Diferencia
Cacahuanano 0.986 1.407 0.421
0.986 1.399 0.413
0.989 1.447 0.461
Napahuite 0.116 0.450 0.334
0.132 0.452 0.320
0.124 0.447 0.323
Colorin 0.196 0.272 0.076
0.198 027 0.075
G.198 0.276 0.078
Mamey 1.962 4.298 2.336
2.006 4.239 2.233
1.962 4.267 2.305

A = Harina integral B~ Harina dessngrasada

H, = Hip4tesis nula No existe diferencia
significativa
t 1 0.05. 11 1.79
L YT 2.93

tcal= t calculada;  t1ab=tdeiabla

Ya que el valor de t exp es mayor que el de t de tablas, se rechaza la hipétesis nula
{Ho) v se establece que los resultados son significativamente diferentes entre ta harina

integral y la harina desengrasada de una misma muestra.
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Los resultados anteriores se comprobaron por medio de un ANOVA muttifactorial y

una prueba de rango multiple LSD con un nivel de significancia del 85% :

Tabla 39. Cuadro de andlisis de varianza para taninos A vs B

Fuente de la variacidn Grados de libertad sC CM Feal Fiab
C: grasa 1 1.6597 3.6597 14.902 4.28
D: muestra 3 32.7615 109205 44467 3.03
Residual 19 4.60661 0.2455
Total 23 41.0873

SC = Suma de¢ cuadrados; CM= Cuadrados medios; Fcal= F calculada; Fiab = F de tabla

Ya que el valor de F de tabla es menor

al de F calculada en e} factor grasa, se

astablece que entre los resultados de las determinaciones de harina integral (A) vy

desengrasada (B) existe diferencia significativa con un nivel de significancia dei 95%.

Tabla 40. Prueba de rango multiple LSD
Grupo No. de Datos Promedio Grupos homogéncos
A 12 0.8210 G -
B 12 1.6020 X
Contraste Difcrencia
A-B . 7RI10*

* Denota diferencia significativa
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