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Todos navegamos
en el mismo barco,
en un mar tormento
80, y nos debemos-
una terrible leal-
tad mutua,

- G.K. Chesterton.
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I. OBJETIVOS.

El frijol (Phaseolus vulgaris),es la leguminosa mds -
cultivada en México, ddndose diversas variedades, de las -
que el frijol negro constituye la mds ampliamente cultiva--
da.

_lLas leguminosas en estado crudo contienen varias sus--

tancias téxicas, entre ellas los glucésidos cianogénicos.

| Dada la importancia del frijol y debido a que el ni -
cleo principal de consumidores presentan diferentes grados-
de desnutricidn, surgié como uno de los objetivos de éste -
trabajo el poder conocer el contenfdo de glucdsidos ciénogg
nicos presentes en las variedades de frijol mds cqnéumidas—
en el Pafs.

E1l segundo objetivo fqé el de encontrar un método de a
nélisis fdcil de reproducir en un laboratorio, usando un e-
quipo comin en ellos y ademds que la técnica empleada fuera
mds sensitiva que la reportada en la literatura tradicio -

nal.



II. INTRODUCCION.

Las leguminoéas fueron uno de los primeros cultivos --
comestibles practicados por el hombre.

En México se han encontrado restos de melones, calaba-
zas, ﬁimienta y frijoles (Ph. vulgaris) a los gque mediante-
el carbono radiactivo se les ha atribufdo una antigledad de
4 000 atios A.de J. (Aykroyd, 1964) |

Los antiguos americanos cultivaron el frijol entre las
plantas de maiz desde las épocas més remotas y desde enton-
ces los frijoles forman parte del régimen alimenticio de --
los habitantes de Anérica Latina.

El frijol comdn (Ph. vulgaris) es un miembro de la fa-
milia leguminosae; ésta familia comprende unos 600 géneros-
¥y 13 000 especies.

Se ha demostrado de manera concluyente que las legumi-
nosas difieren de otros vegetales, merced a las bacterias -
simbidticas de los nédulos radicales, ya que tienen la pro-
piedad de obtener el nitrogéno coibinado e incorporarlo a -
los demés elementos nutricios, tomdndolo de la :inagotable-
provisién de nitrégeno libré de la atmésfera.

Una parte del nitrégeno asimilado sirve para formar --
proteinas propias, mientras el resto se incorpora al suelo-
enriqueciéndolo.

Las bacterias del género Rhizobium derivan su energia-



vee 3D
de la planta hospedante, la cual a su vez recibe el nitré—-
geno que las bacterias han fijado y puesto a disposicidén -- -
del vegetal. El1 elevado contenfdo protefco y la independen
cia respecto al nitrdégeno del suelo explicaﬁ en gran parte-
~ la importancia que para la agricultura tienen las leguminaa

8a8.

A. Importancias del frijol en México.

Hoy en dié el frijol constituye la leguminosa princi=-
pal cultifada en México, como se muestra en el cuadro I.

~En estudios realizados por medio de encuestas se ha ob
servado que la regién y la zona que se habita influye dema-
giado en el cdnsumo per-capita de frijol. (cuadro II)

Los datos son muy semejentes a los reportados en el pe-
riodo de 1959-1962 lo que indica gque la dieta del mexicaho-
no ha variado considerablemente.

En los paises subdesarrollados son escasos 1los suminis
tros de alimentog de origen animal, por lo que las legumino
sas tienen gran importancia en su alimentacidn.

Con el cuadro III se puede establecer una comparacibn-
entre el consumo nacional y el mundial de leguminosas.

En los 19 paises que presentan un suministro de legu--
minosas de 13 g o menos por persona por dfa, existe un pro-
medio de 53 g diarios de proteina de origen animal por per-
sana. A comparacién de los 11 pafses cuya disponibilidad -

de leguminosas oscilan entre 29 y 71 g , las cifras indican



Cuadro I. Relacidén entre la superficie cosechada, ren-

dimiento por Ha., y produccidén anual de frijol en

1970-1977.
Superficie '‘Rendimiento Produceidn
Atio bosechada . por Ha. anual

miles Ha. Kg " miles Ton
1970 1 747 16 121 925
1971 1 932 14 985 921
1972 1 687 15 342 869
1973 1 870 15 722 1 009
1974 1 552 : 17 987 o71
1975 1 753 12 764 1l 027
1976 1:316 16 602 740
1977 1 506 17 214 745 P/

P/ cifra preliminar.




Cuadro ITI. Regiones de la Repiblica donde el consumo
de frijol es alto.
ZONAS € peso bruto por per

Zona Norte

sona-por dfa.

Agua Prieta, Son. 73.6
Conoordia, 8in. 60
Finisterre, Coah. 84
Sn José de Rafces, N.L. 73
Zona Centro Occidente

Almoloya, Hgo. 57.3

Acuexcomac; Puse. 82

Tlaxcala, Tlax. 90

Juchitldn, Jal. 60
Zona Sur B

Sn Jorge Nuchita, Oax. 42

Zinacantan, Chis. 72
Periferia Cd., de México

Tlalpan 62-T1
Fuentes Encuestas Nutricionales en México, (1963-1974)




Cuadro III.

(g por persona diarios)

Suministro de leguminosas en 30 paises.

Alemania Fed Dinamarca ... 8-13
Suecia Francia ¢..... 8-13
Nva. Zelandia Reino Unido .. 8-13
Uruguay. Sudédfrica .... 8-13
Bélgica Ttalia «eeeses 16
Luxemburgo Israel cceeeees 16
Finlandia Ceilan e.eeess 16
Suiza fe 37 Grecia eeeeee. 29
Irlanda Ecuador ...... 36
Paises Bajos Honduras «.... 36
Noruega Paraguay‘..... 44
Argentina Japon ssessoes 50
Austria MEXICO soeeoee 51
Australia Brasil ¢ceecce. 68
Canadd India issseoee s T4
(Fuente: Aykroyd, 1964)
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la existencia de una relacién inversa entre los suministros

de'leguminosas y los de alimentos de origen animal. »

El valor de una protefna depende de sﬁ contenido en a=
mino4cidos esenciales, si una proteina cafece por completo-
de un aminodcido esencial su valor bioldgico es nulo. Las -
_proteinas de lé leguminosa son una fuente pobre de aminodci
dos sulfurados como la metioﬁina y cisteina, pero en gene~s
ral tienen un elevado éontenido de lisina. Este Wltimo ami
nodcido se encuentra deficiente en los cereales por lo que
existe una relacidén complementaria entre las protefnas de =
los cereales y las de leguminosas.

Dada la importancia de las-leguminosas en la nutricidn
humana nos lleva a considerar un aspecto muy importante y =«

es el relacionado con la toxicidad debida a la presehéia -
de hemaglutininas, factores antitripsicos, saponinas téxi--
.cas y los glucdésidos cianogénicos.
: Los factores antitripsicos y las hemaglutininas s&n -
”Wdestruidos por calentamiento a 121°C durante 5 min., pero -
los glucésidos cianogénicos, objetivo de éste trabajo, son-

estables al calor. (Conn, 1975)



B. Glucdsidos Cianogénicos.

l. Antecedentes.

El cianuro se encuentra en cantidades trazas en casi -

. todo el reino vegetal y estéd ‘mayormente en forna de gLucdsl

e — e

-dos cianogénicos. El fenbémeno de la cl,ﬁg_ogé.ne.sn. s.ocurre am
pliamente en plentas superiores, aunque también se présenta
en bacterias y hongos. Se conocen algo menos de 800 especi
es de planfas representantes de 70 u 80 familias cono hon--
gos, gimmospermas, monocotileddneas, dicotileddneas, angios
permas y algunos insectos. (Seigler, 1975)

Los glu0631dos 01anogenJcos se locallzan en todas las -
vpartes de la planta; en una mayor cantidad en las hogas y -
en la corteza de la rafz y en menor cantidad en las semi---

‘llas y en e}rrégto de la planta. (Montgomery, 1969)

Al continuar con los estudios sobre la distribucién --
de los glucésidos cianogénicos se llegb a sugerir un posi--
ble transporte dentro de la planta. Con el fin de aclarar-
éste punto se reslizaron una serie de experimenﬁos consis--
tentes en cortar un trozo de tallo de la planta, obsefvén--
dose en los‘primeros dias después del corte un incremento -
en la concentracidén de los glucdsidos en mds del 100% en -~
las zonas cercanas a la incisién. Esta acumulacién se man-
tiene aproximadamente por dos meses, pero éste incremento -

no se observa cuando las hojas son eliminadas, al mismo ---
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tiempo se observd una disminucién en el contenfdo de glucé-
sidos cianogénicos presentes en la raiz. (De Bruijn, 1973)

De los experimentos anteriores se concluy6 que existe-
efectivamente un transporte y aéumulacidn de los glucdsidqs
. dentro de la planta. Esto es importante, ya que se puede -
establecer una relacidén entre el porciento de dafio gue su--
fre la planta y el aumento en la centidad de glucésidos cia
nogénicos en las partes aereas de la planta, -

Otros factores que influyen en la cantidad de glucési-

.dos._qxanogénlcgg_qgg los del medio ambiente tales como la -

cantidad de sol, la 51tuacldn geogréfica, el cllma, el méto

do de cultivo, ‘la edad de la planta, también se observa un-

aumento con la adlcldn de Pertlllzantes, el uso de dlferen-

tes 81stemas de irrigacldn y el uso de pestlcidas, no obg--

tante lo anterior el factor més 1mportante es la constltu--
cidén genétlca, ya que las d1versas varledades reaccionan en

_distinta forma a condlciones ecoldglcas dlferentes.

PPV S

La cianogéne31s tamblén estéd re1801onada con el meta--
bolismo de proteinas (cuadro IV) debido a que algunos aming
dcidos sifven como precursores de los aglicomas como son la
valina, isoleucina, fenilalanina y la tirosina. (Seigler,-
1974)

Los gluc631dos clanogénlcos se encuentran en alimentos

.que son consumidos habitualmente por el hombre como son: la

casava, la yuca, la papa dulce, el yam, maiz, sorgo, bambd—



Cuadro IV. Aminodcidos precursores de

Glucésidos Cianogénicos.

GLUCOSILOS CIANOGENICOS

AMINOACIDOS
. Tirosina Dhurrin
‘? He~ OH ?N
HO-@fCHa-(‘3~COOH C|2- &-0H
NHz ~ -
L-valina Linamarin
C{‘B ’_l* Hz~ OH C\:H:‘?
_GH~=G-CODH ~C- CHa
CHs ° NH2 CN
L—isoleucina Lotaustralin
i cHa-On {2 CHa
CHa-CHa—Ci;l——Q—COOH — C—~CN
. |
CHa NHa CH3
L-fenilalanina Prunasin
H ereon TN
@-CHa*C‘I-CDOH 0— E:-H
NH2

®

Fuente: Seigler, 1974.
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cafia de azicar, chicharos, frijol, almendras, también se'-f
.\;ncuentia en huesos de durazno, limén, lima, manzana, pera,
albaricoque, ciruela y mamey. (Montgomery, 1969)

Hay dos tipos de compuestos cianogénicos, los glucsi--
dos cianogénicoé Y los cianolfpidos, ambos son derivados --
del hidro#initrilo, pero los cianolfpidos sélo se encuen—--
tran en las semillas oleaginbsas. (Seigler, 1970,1975)

_Los glucésidos cianogénicos pueden ser definidos como-
geggvadésmglugosig;cos del.hidrexinitrilo4(GGHSOHCN) contig
sacdrido como la vicianosa y gentobiosa. _(Conn, 1973)

Eq_las plantas comestibles han glég_}@ggtificados tres-
5&3945ig°s cianegénicos;—el amigdalin, dhurrin y linamarfn,

(cuadro V), el amigdalfn fué el primero identificado en -
las almgndras:;é;;;;;;figmbiénresté presente en el hueso -
de algunas frutas, El dhurrin estd presente en el sorgo y-

otros granos y el linamarfn conocido como phaseolunatin es-

el glucésido de las legumbres, semillas de lino y casava.

La importancia de los glucésidos cianogénicos radica en
=t bl e o S R O e il

que al hidrolizarse libgzggmégiggigigqhidricqf‘%g reaccibn-

dinicial es la hidrdélisis del enlac

e glucosfdico por una  --

( -glucdsidasa para formar el azfcar libre y el 8glicoma, =
un _ -hidroxinitrilo (cianhidrin). Ia segunda reaccidén es-~-
la hidrélisis del -hidroxinitrilo a HCN y un aldehfdo o ce
tona. (Conn, 1973)



Cuadro V. Glucdsidos Cianogénicos identifi-

cados en plantas comestibles.

%
i Bl S0
@—?-CEN H0-@-C-C=N O,
5 N
0 -Gentokiosa Q-Gle. R ‘ 6’(0
AMIGDALIN DHURRIN LINAMARIN ’

Cuadro VI. Hidrélisis enzimdtica de los

(?H;_OH ' @ Glucdsidos Cianogénicos.
O“CHz - c
¥ lt-# CN (d-glucosidasa , @.—(‘;—HQ»AZUCAR
dzo ‘ OH
\‘4’ :X. H‘
OAN  AMIGDALIN |
Y2\ ; ¢=0
(‘:N oxinitrilasa @ 4+ HCN
®-¢-o
OH

MANDELONITRILO BENZALDEHIDO
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Ia estructura del amigdalin sirve para ilustrar la for-
macién quimica general de éste grupo de sustancias y la na-
turaleza de sus productos de hidrélisis. (cuadro VI)A

En la planta el cianuro pugdgkggggr varias funciones-

1mportantes como la de reallzar un control enz1mét1co, por-

ejemplo inhib1endo la oxldacldn del dcido ascérbico y de és

te modo establlizar la v1tamina C, o puede intervenir en la

fotosintesis de compuestos nitrogenados, también puede ser-
que el‘§g§”1;pgga¢p represente un mecanismo de defensa con-
tra insectos y organismos parégitos, sin embargo algunos a-
nimales son capaces de comer y parasitar plantas cianogéni-
cas. (Butler et al., 1973 y Wokes, 1951)

Actualmente es posible realizar algunas modificaciones
de los glucdsidos cianogénicoafa nivel genético, es un tra-
bajo importante debido a que en algunas variedades se pre--

sentan cientos glucésidos cianogénicos y otrosbcontienen -
las enzimas espec{ficas para degradarlos. (Cock, 1973)
Los glucdsidos estén.acompaﬁados en el tejido de la ==

ol o
planta por una_ enzima endégena llamada linamarasa, en una =_

mezcla iﬂla-glucos1dasa y ox1n1tr11asa y es responsabLe de-

la h1dr61131s completa de losﬂg}u0651dosp

La enzima y el sustrato no estdn en contacto en el in-

terior de le planta, la hidrélisis es iniciada cuando el -

tejido es mallugado o dafiado mecdnicamente provocando-la-li-

beracidn ‘de HCN. 1Ia linamarasa es inactivada por el calen-
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inactivada por el pH de la saliva humana, del jugo gdstrico
‘2;29;_;a presencia de celulosa o glucosa.  En las poblacio-
nes pobremente nutridas donde el consumo es alto en vegeta:~w.
les'y se registra una baja 4dcidez gdstrica y al consumir le
guminosas en estado crudo es factible que la hidrélisis de-

los glucésidos continde en el estomago.



2. Toxicidad

Los efectos téxicos de los glucdsidos cianogénicos en-
el hombre, se deben a la absorcidén del dcido cianhfdrico 1i
berado por la accidn de las enzimas de la microflora en el-
~ tracto intestinal. (Liener, 1966)

El cianuro ingerido es_répidamente absorbido por la -
parte superior del tracto gastrointestinal, pasando a la --
sangre, donde reacc¢iona solamente con el fiério en estado -
trivalente (férrico), como el de la oxidasa del citocromo -
para formar la cisnometahemoglobina, cesando la respiracidén
¥y produciendo la hipdxia citotéxica. (Montgomery, 1969)

La désis mfnima letal de dcido cianhfdrico en ratones-
es estimada en 0.5 mg a 3.5 mg por Kg de peso corporal. DG
sis mayores pueden causar la muerte en pbcos minutos, los -
sobrevivientes describen los sintomas iniciales de entumeci
miento y sensaciones de lumbre, seguidos de confusién men -
tal y estupor, produciendo cianosis y convulsiones, termi -
nando en coma. :Ddsia no fatales producen dolor de cabeza,-
sensacibén de opresién en el pecho y garganta, palpitaciones
y. dolor muscular. |

Probablemente el primer caso de envenenamiento humano-
originado por el consumo de plantas cianogénicas es el re -
portado por Davidson y Stevenson (1884). Esto ocurrié en -

Mauritius debido a la ingestién de Ph. lunatus conocido lo-
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calmente por "pois d'Achery". Los sintomas clinicos fueron
confusién mental, pardlisis general muscular y engustia res
piratoria como en el envenenamiento agudo con cianuro inor-
gdnico. Estos sintomas son seguidos por dolores severos ab
dominales y v6émitos. Otros envenenamientos humanos por -
Ph. vulgaris, debido al consumo de variedades oscuras Y ne-
gras de las especies conocidas como Achery, Java o frijol -
Kratok han sido reportados por John Abrest en Puerto Rico -
los atios de 1917-1925 registrdndose siete muertes.

Otro alimento muy consumido es la casava y sus propie-
dades téxicas fueron sefialadas por Clusius en 1605, bero -
hay referencias mds recientes de envenenamientos con plan -
tas cianogénicas, como las reportadas por Baggchi y Ganguli
(1943), de ganado envenenado con sorgo de la India. Los -
mismos autores afirman que el ganado es frecuentemente enve
nenado por el consumo de bambi joven. Ias plantas cianogé-
nicas también han-sido usadas como un medio de suicidios y-
homicidios como es el caso de las almendras amargas y su a-
ceite. También han sido reportados envenensmientos acciden
tales debido a la ingestidén de huesos de durazno, albarico-

que y cerezas.
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3. Toxicidad crénica.

La exposicién constante al cianuro puede afectar la --
contextura nutricional provocando una deficiencia en protei
nas y rivoflavina, lesiones dermatolégicas, anemia crdénica-
y cambios neuropatolégicos. (Wilson, 1973 y.Calabrese, =--

1972) |

Algunos autores han centrado su atencién en las alte--
raciones producidas en el sistema nervioso. Como Collins y
Martland (1908) gque describieron un caso parecido & la po -
liomielitis en un paciente expuesto al KCN. Wike, reporté-
una desmielinizacidén en la sustancia blanca del cerebid en-
perros y hombres como resultado de un envenenamiento con - |
cianuro. Una amplia investigacién se ha llevado a cabo a -
cerca de la ceguera en fumadores (ambliopia del tabaco) y -

. la posible relacién de ésta lesidn coﬁ el disturbio metabd-
lico de la vitamina B,,. Se establecibé primero gue la for-
macién de la ambliopfia es debida a la intoxicacibn con cia-
nuro y segundo la conversién de la hidroxicobalamina, impor
tante en la desintoxicacidn.

Una ambliopfa similar es comin en todo el trdépico, en-
tre la gente sub-alimentada. Esta forma de ambliopia es --
.una lesidén aislada generalmente grave y puede ser la conse-
cuencia de un sindrome neurolégico generalizado que incluye

la anoxia sensorial y sordera. En todas las comunidades --
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que estan afectadas con éste sindrome, ocurre que la dieta-
es baja en protefnas de origen animal (consecuentemente en-
vitamina Blz) y relativemente ricas en vegetales incluyendo
casava y leguminosas.

Wilson realizé estudios acerca del dafio Sptico heredi-
tario de Leber, una forma rara de atrofia Sptica gue consis
te en el dafio de las fibras centrales del nervio éptico, la
lesién es generalmente severa y la ceguera es permanente.

Aparte de los dafios neuroldgicos, algunos pacientes mos--
traron lesiones en el esgueleto similares a las producidas-
en el osteolatirismo.

No solamente el hombre estd expuesto al cianuro que -
pulula en el aire sino también al del humo de los cigarri--
llos y en algunos casos al cianuro producidé en infecciones
por ciertas bacterias. En condiciones normales el contacto
frecuente con cianuro provoca pérdida de peso éon curiosa -
persistencia del apetito, dolores de cabeza y lasitud. Un-
consumo por largo tiempo de casava conteniéndo bajos nive -
les de HCN, asociado a mecanismos de desintoxicacidén anorma
les prodﬁce predisposicién a las enfermedades anteriormente
mencionadas. Ademds se redﬁce el yodo tiroideo y aumenta -
la excresién renal de yodo, provocando el bocio endémico. -
(Maner, 1973)

Se dé el nombre de bocio endémico al aumento difuso e-

irregular del volumen de la glédndula tiroides. ILa etiolo -
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gfa de los bocios queda resumida en los siguientes factores:
lé falta de yodo, los malos habitos alimenticios, algunos -
de tipo familia; como son los transtornos de la hormogéne -
sis o esporddicos como los debidos a desequilibrios enddéeri
nos.

En un esfudio clinico realizado sobre bocio endémico -
len la clinica T 3 # 8 del IMSS, situado en el Cercado perte
neciente al estado de Nuevo Leén. Se estudiaron 446 casos-
de personas adultas y por medio de exploracidén isotépica se
encontré incidencia de bocio en 300 casos y solamente 146 -
fueron encontrados normales. Los enfermos fueron distribui

dos en base a la siguiente claéificacidn.

GRADO I Normales.- Gldndula no visiblé ¥y en ocasiones li-
geramente palpabie.

GRADO II .~ Discretamente crecida, generalmente vi
sible y de consistencia blanda.

GRADO III «- Moderadamente crecida (mds del triple-
del tamafio normal) observable a ambos-
lados de la trdquea y de consistencia-
més firme.A

GRADO IV o= Marcadamente crecida con gran deforma-
cidén del cuello, en ocasiones nodular,

habitualmente de consistencia firme.



Obteniéndose los siguientes resultados:

No, de pacientes %
GRADO I ) 146 32.73
GRADO II » 253 ¢ 56.73
GRADO III 32 7.18
GRADO IV _15 3.36
446 100.00

De éste estudio se concluye que la incidencia de bocio
se presenta en un porcentaje elevado, desconociendose, ade-
mds el verdadero origen, no obstante y curiosamente el esta
do de Nuevo Ledn es uno de los principales consumidores de-
frijol. (Velarde, 1972)

Otro estudio  similar se realizé en la Repdblica de Zai
re en donde la poblacidén de la parte norte estd afectada de
bocio endémico, no encontrdndose en la parte sur, siendo la
Unica diferencia entre ambas regiones la alimentacidén con -
casava. Se hicieron una serie de experimentos con habi tan-
tes de ambas regiones se les dieron dietas de platano, caca
huate, \calaza y casava mezclados con yodo marcado, usando -
como referencia el arroz. Después de la ingestién se deter
miné el yodo radiactivo fijado en la tiroides. Hallando que
la casava fué la dieta en la que se encontrd una menor fija
cién en la tiroides del yodo radiactivo.

Concluyendo que el tiocianato formado en el proceso de
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desintoxicacién del cianuro inhibe selectivamente el .funcio
namiento de la bomba de yodo en la tiroides, como lo indica
una disminucidn considerable de la captacidén de yodo radiac
tivo, en la tiroides y un aumento del yodo estable y maxfca_a-'

do en la orina. (Delange, 1973 y Topperman)



4. Mecanismo de desintoxicacidn.

Existen diversas técnicas caseras para reducir el con-
tenido de glucSsidos cianogénicos presentes en los alimen--
tos como son el raspado, rallado, remojo en 2gua, fermenta-
cién, o la elaboracidén de harina como en el caso de la casa
va con la cual se elabora un pan conocido como casave. Otra
de las técnicas consiste en favorecer la autblisis dejando-
a la planta macerar en agua, procediendo después al coci ==
miento en donde el HCN liberado es fécilmente volatilizado-
par la ebullicidén. Cuando el cocimiento se lleva a cabo ta
pado, ocurre una condensacién de los vapores y el agua de -
cocimiento es lentamente contaminada.

Después de ingerir el alimento contzminado, el cianuro
es absorbido en el tracto gastrointestinal pasando después-
a la sangre donde se forma el complejo oxidasa-cianuro. Es
te complejo es disociado por la enzima rodanasa, enzima am-
pliamente distribuida en el tejido vivo, alcanzando altas -
concentraciones en el higado, rifién, tiroides, glédndulas su
prarrenales y péncreas.

La rodanasa se combina con el tiosulfato o con el azi-
fre coloidal, formando una cadena polisulfuradz gue reaccio
na con el cianuro, liberando la enzima resviratoria y for -
mando tiocianato, y asi continda la respiracién. (cuadro -

VII). La rodanasa es el sitio principal de la desintoxica-



Cuadro VII. Mecanismo de desintoxicacién

del cianuro.

rodanasa . ;
HCN + 1‘19125203 . > HSCN + I\Ia2803

Cuadro VIII. V{a del 3-mercaptopirdvico.

Cisteina
i = 5205 4+ piruvato
L-Cisteina 1 Sulfotransierase
+ SN”
2.
SO3 + SCN

SCN 4 piruvato
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cién y se encuentra en cantidades suficientes para'transfos
mar gran cantidad de cianuro, pero la reaccidn es limitada-
por la provisién endbgena de tiosulfato. (Oke, 1973) -

Las altas cantidades de tiocianato encontradas en la -
orina, la saliva y la sangre de personas gque comen mucha --
mandioca proviene de la desintoxicacién del cianuro por la-
enzima rodanasa.

La estimacidn de tiocianato en la sangre o en la orina
no son un indice confiable de la cantidad de cianuro ingeri
do por varias razones;.

1. Hay otras vias metabdlicas gue puede seguir el -
tiocianato. Como lo demostraron Goldstein y Rie -
ders que encontrarén una oxidasa endfgena en los -
globulos rojos que convierte el tidcianato en cia-
nuro libre. (Montgomery, 1960)

2. Hay una gran bomba metabd8lica de tiocianato en -
el cuefpo, con fluctuaciones debidas a la inclusi-
6n en la dieta de alimentos con tiocianato prefor-
mado, como en los vegetales verdes y la leche.

3. El incremento en la excresién urinaria de tiocia
natos no es debida solamente a la ingestidn de cia
nuros sino también por una deficiencia de vitamina
312'

La hidroxicobalamina (vit. Bl2a) también interviene en

la desintoxicacién del cianuro formando la cianocobzlamina.
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Al administrar hidroxicobalamina en ratones durante el en
venenamiento se obtiene una accién protectora.

Otra via importante de desintoxicacidén es la reaccién -
del ciandégeno con el 3-mercaptopirivico,. ayudado por una -
sulfotransferasa. Eéta reaccibén se muestra en el cuadro - -
VIII y requiere la presencia de cantidades adecuadas de cis

teina como donador de azifre.
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III. MATERIALES Y METODOS.

La determinacién de glucésidos cianogénicos se realizé
en ocho variedades de frijol ampliamente consumidas en el -
Pafis. Las muestras fueron édquiridas en el mercado, excep-
tuapdo la muestra de frijol soya que fué tomada de una car-
ga nueva llevada al laboratorio y desconociéndose el origen.

Cada variedad se mezclS bien para obtener una muestra ho-
mogénea y fepresentativa. Las muestras se almacenaron en el
laboratorio.

La determinacidén consté de dos pasos principales:

A. Método de extraccién.

B. Método de cuantificacién.

A. Método de extraccién.

Entre los métodos de liberacidén del dcido cianhfdrico-
se encuentran la autélisis, la adicién de enzimas, hidréli-

gis dcida y combinacibén de éstas técnicas. (Winkler, 1958)

- Como método de extraccidn se eligié la autblisis.

Técnica. Se uso una modificacién de la técnica repor--

tada en el AOAC del método alcalino. (A.0.A.C., 1965)

Se pesaron de 10 a 20 g de muestra finamente molida y
sin tamizar, se colocaron en un matraz erlenmeyer de 500 -

ml, se adicionaron 200 ml de agua destilada y se dejaron -
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macerar a temperatursa ambiente por 48 h. (Wokes, 1951)

Transcurrido ese perfodo se adicionaron 4cido tartdri-
co y nitrato de plomo, de 6-8 ml de una solucién al 10% de-
cada uno, se afiadié antiespumante y se hizo una destilacién
por arrastre de vapor, recibiendo el destilado en 20 ml de-
una solucién de NaOH al 2.5% y ée destild hasta obtener un-
destilado de 150 ml, y finalmente se ajusta el pH entre 3 y
9.

B. Métode de cuantificacidn.

El método usado es una modificacién del método piridin
-pirazolona introducido por Gehauf y modificado por Epstein.
(Epstein, 1947)

Consiste en tres pasos: (cuadro IX)

a) Clorscidn del olannro-ton olovaning para produ -

cir el cloruro de ciandgeno.

b) TFormacibén del aldehido glutacénico por tratamiento
del cloruro de ciandégeno con piridina para obtener-
el aldehfdo glutacénico.

¢) Desarrollo del color azul por tratamiento del alce
hfdo glutacénico con 1l-fenil,3-metil,5-pirazolona,-

2 obteniendo una coloracién azul que es estabilizada-
por la presencia de trazas de bis-pirazolona en el-

reactivo. .
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Cuadro IX. Método piridin-pirazolona.

/No. Na
SD2N SOzN/
c\ S

. . Na
Na CN + = CNC\ +

CH3 CH3

N
\
CN
% W
‘Nl + H20 o=9-cﬂ=?—c\~('l:=0
v & H H HH
"CN
3 9
H
C SR -, <
/5N pe— \ 4
_@".‘ /cfu;ﬂ:g—cu: cu-q.—c:{i_)_\i}.‘;c\ N
N\(E' - H ‘ H ?/N
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N i
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c ~
Y hadin S | N | N
@_:': - /°=c"°=°"‘li‘-c=°/ ‘ @
S oo e




Aparatos. »
- 'Espectrofotémetro Perckin-Elmer, Coleman 50.

= Tubos de ensaye con tepén ajustable de caucho.

Reactivos.

- Solucidn de cloramina T acuosa al 1%.

- i-fenil,3-metil.5-pirazolona recristalizada dos veces, -
con punto de fusidn de 127-128"C.

- Piridina grado Q.P.

- Preparacién de la bis-pirazolona.
» la bis-(1-fenil, 3-metil, 5-pir§zolona) se prepard de-
acuerdo al método mencionado por Knorr:
Una décima mol (l7.4g) de l-fenil,3-metil,5-pirazolona
se disuelven en 100 ml de alcohol etflico al 95% & se le a
filaden 0.25 moles (22.77 ml) de un destilado fresco de fenil
‘hidrazina. La mezcla se pone a reflujo por 4 h, la porcidn
insoluble es la bis-pirazolona. La mezcla se filtra en ca-
liente y el brecipitado se'lava repetidas veces con alcohol
etflico caliente al 95% y posteriormenté se seca al vacio.
El p.f. de los cristales constituidos por prismas con-
forma de diamante serd afriba de 320°'C.
- Mezcla piridin-pirazolona. )
) A 500 ml de una solucidén al 0.5% de fehil,metil,pirazg
lona se le:-adicionaron 100 ml de piridina en la que ante -

riormente se disolvieron 0.02 g de bis-pirazolona.
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Ya preparada se almacend en botellas ambar, bajo refri

geracidén y se descartd cuando mostrdé un color rosa.

- Preparacién de la curva estandar.

Se pesaron 0.0015 g de NaCN y rdpidamente se deposita-
ron en un matraz aforado de 100 ml y se aforaron con agua -
destilada, obteniéndo una concentracidén de 15 microgramos -
por mililitro.

Se tomaron 1,2,3,4,5, y 6 ml de le solucién anterior y

se siguié la técnica de extraccién.

- Calibracidn.

Se tom6 1 ml de la solucidn estandar ya destilada, se-
puso en un tubo de ensaye y se le adiciond 0.2 ml de la so-
lucidén acuosa de cloramina T al 1h, se tapé inmediatamente-
y se agité. Después de 1 min, se le adicioné 6 ml de la --
mezcla piridin-pirazolona, se tapd el tubo y se agité, se -
desarrolld una coloracién rosa que va cambiando rdpidamente
a un color azul. Transcurridos 20 min se ley6 la densidad-
6ptica a 630 nm. Las densidades 4pticas obtenidas son gra-
ficadas contra la concentracién teniéndose la curva estan--

dar.

- Problema.

La cantidad de cianuro presente en una solucidén desco-
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noci@a se determ;nd de la forma antes mencionada Y las den=
sidades 6pticas obtenidas son extrapoladas en la curva es—-.
tandar.

La solucidén de cianuros puede ser analizada por éste,-.

. método entre un pH de 2.8 - 9. .



IV. RESULTADOS.

Las variedades de frijol analizadas fueron las siguien
tes:
| l. Frijol negro tipo Veracruz.
2. Frijol canario.
3; Frijol soya.
4. Frijol ojo Ge cabra.
5. Frijol flor de mayo.
6. Frijol bayo. -
7. Frijol garbancillo.

8. Frijol rosita.

Los resultados se presentan en los cuadros X y XI. EL
cuadro X muestra las densidades Opticas obtenfdas de las di
ferentes variedades de frijol, y en el cuadro XI se presen-
tan las cantidades de cianuro reportadas en ppm.

En los cuadros puede verse que las variedades con ma /-
yor cantidad de cianuro liberado corresponden al frijol ne-

gro Veracruz y al frijol soya, mientras que las variedades
con menor cantidad fueron el frijol rosita y el frijol ojo-
de cabra.

En el cuadro XI1 se muestran algunos valores reporta -
dos por varios autores. Como se observa nuestros resulta -
dos son mucho menores a los reportados por éstos autores, -

pero es necesario tomar en cuenta gue no se seflala la varie



Cuadro X. Densidades Spticas obtenidas de las muestras.
Variedades. U.0.

Negro (Veracruz) 0.017 0.015 0.016 0.01 0.015 0.014

Canario 0.008 0.009 0.01 0.008 0.009 0.01

Soya 0.008 0.008 0.01 0.0l1 0.011 0.008

0jo de cabra 0.005 0.006 0.005 0.008

Flor de mayo 0.004 0.005 0.006 0.004

[ Bayo 0.01L 0.012 0.0l 0.008

| Garbancillo 0.005 0.009 0.006 0.005

Rosita

0.002 0.001




Cuadro XI. Cantidad de cianuro en ppm.

Tariedades Promedio

| Negro (Veracruz) 0.065 0.055 0.06 0.04 0.06 0.055 0.055
Canario 0.034 0.036 0.037 0.03 0.035 0.037 0.034
Soya 0.045 0.045 0.04 0.045 0.045 0.03 0.041
0jo de cabra 0.02 0.025 0.02 0.035 0.025
Flor de mayo 0.018 0.02 0.025 0.018 0.020
Bayo 0.04 0.045 0.04 0.03 0.038
Garbancillo 0.02 0.035 0.025 0.02 0.025
Rosita 0.008 0.003 = - 0.002

( Ver curvas estandar en apéndices I1,I1I,III, IV,V,VI,VII y VIII)




Cuadre K\l Comparacion de algonos valores de semillas de \eguminosas

crodas.

(valores HCN mg/100g de moestra seca)

Contreras Moniqomery Jatlé Wokes Jacelo Peralta
Ph. wlgaris .52-1.83 2 .2 0.8 4.7-8.6c 0.9-4.2

soyeL . 1.53 s o] 0

Fuente : Contreras, 1956
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dad de frijol usada y la diferencia fundamental es que cada
autor usé un método de andlisis diferente, como en el caso-
de Contreras que usé el método reportado en el A.0.A.C., -

Wokes usé un método de destilacién combinado con uno de ae-

reacidn en varias sustancias, en el caso de Montgomery el

usé el método descrito en el A.0.A.C., para la liberacidn

del cianuro y para la cuantificacidn usé una modificacién
del método de Liebig baéada en la titulacidn con yodo, de -
Jaffé, Jacob y Palma se desconocen las técnicas seguidas pa
ra obtener sus resultados.

vPor consiguiente no se puede establecer comparacién -
entre ellas. El método reportado en el A.0.A.C., se indica
un tiempo de autélisis de sélo cuatro horas y la cuantifica
cidén es por titulacidén con nitrato de plata; el mnétodo es -
-reportado como poco sensible para determinar conceﬁtracioy

nes bajas de cianuro. (Wokes, 1951)
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V. DISCUSION.

Se realizaron varias pruebas para elegir el método de-
extraccién mds conveniente para éstas determinaciones, debi
do a que en la literatura se reporta que experimentalmente-
" ninguna de las enzimas probadas, excepto la extraida del -
frijol es efectiva en la hidrélisis completa de los glucdsl
dos oianoéénicos. ; '

Una de las pruebas que se realizaron fué usando emul, -
sin que es el principio activo de las almendras amargas, es
una mezcla de @3-glqcosidasa ¥y oxinitrilasa. (Liener, 1966)

Se usbé en una proporcidén del 1% y del 5% en muestras -
de 20 g de frijol molido suspendido en agua, se dejaron ma-
cerar toda la noqhe, se siguieron las técnicas de extracci-
6n y cuantificacidén, obteniéndose resul tados negativos. -

Otras de las oruebas gue se llevaron a cabo fueron au-
télisis por 4h, 24h, 48h y 72h, observéndose que en las =
pruebas por 4h, y 24h los resultados fueron negati&os debi-
do a qﬁe no hubo.liberacidn de ciaﬁuro, en la prueba de 72h
el frijol comenzé a fermentar y presentaba una disminucidn-
del cianuro liberado, obteni¢ndose los mejores resultados -
con una autdélisis por 48h a temperatura ambiente,

Por lo que se decidié usar en éste trabajo como método
de extraccién la autélisis por 48h.

También se realizaron las pruebas de afiadir dcido ni -
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trico y dcido sulfirico. Con el dcido nitrico se presenté-
el problema de que al aplicar el método de cuanfificacidn -
se desarrollaba un color rosa permanente que interferia con
la lectura, por lo que se elimind. El1 écido sulfﬁrico no -
mejord los resultados obtenidos con la autélisis por 48h.

La ‘adicidén del 4cido tartdrico y el nitrato de'plomo -

antes de la destilacibén obedece a dos razones importantes-~

la primera es la de llevar el pH por debajo de 3 y ayudar -
a que la hidrélisis sea mds eficiente y practicamente son -
eliminados durante la destilacién. Y 1la segunda razén es -
que retienen diversas sustancias que son liberadas durante-
la autdélisis e interfieren en la titulacién con nitrato de-
plata. Estas sustancias contaminantes también pueden éer -
extraidas con una solucién acuosa 4cida con cloroformo o —-
con otro solvente orgdnico. (Winkler, 1958)

Ya obtenido el destilado, se ajusta el pH de 3~-4 para-
prevenir la oxidacidén del tiocisnato presente a cianuro. —-
(Wokes, 1951)

Con respecto a los métodos de cuantificacidn en la li-
teratura se reportan varias técnicas.

a5 Cromatog}afia capa fina. (Seigler, 1970)

2. Cromatografia en papel.

3. Titulacidén con nitrato de plata.

4. Reaccién con 4cido picrico.

5. Método espectrofotométrico.
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Existen también técnicas para aislar y purificar los -
glucésidos cianogénicos.
1. Por medio de espectros del infrarrojo. (Seigler,-
1975)

2. Por resonancia magnética nuclear. (Seigler, 1975)

Las pruebas de cuantificacibn se puedeh.dividir en pre
suntivas como la prueba del 4cido pferico y las pruebas de-
cuantifigacidn como son: el método espectrofotométrico, la-
titulacién con nitrato de plata y las dos técnicas de croma
tografia.

E1l método reportado en el A.0.A.C., consiste en la ti-
tulacién con nitrato de plata, ademds de ser poco sensible-
no da importancia a los contaminantes como es la presencia-
de tiocianato que’se encuentra en los vegetales verdes e in
terfiere aumentando los resultados. Con respecto a las téc
nicas cromatogrdficas es necesario contar con patrones de =
referencia para poder comﬁarar los problemas, éstas técni -
cas se descartaron por no contar con las referencias.

Las técnicas de infrarrojo.y de resonancia magnética -
nuclear tienen la desventaja de que son técnicas mds comple
jas y son usadas para determinar la presencia de algin glu-
c6sido cianogénico especifico.

El método espectrofotométrico presenta las ventajas --

de que se emplea un equipo ampliamente usado en los labora-
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torios y de que la técnica empleada es rdpida y mu& sensi--
ble.

Por todos loslargumentos anteriores se eligié como tec
nica a seguir, la espectrofotométrica.

Cabe hacer notar gue al mismo tiempo que se corrfan --
las muestras de frijol se preparaba una curva estendar en -
la que se extrapolaban los resultados obtenidos. Esto se -
hizo en cada serie de pruebas debido a gue el reactivo piri

din-pirazolona es muy inestable Yy es necesario prepararlo-
periodicamente.

Antes de leer cada serie de pruebas el espectrofotdme-
;tro era ajustado con un blanco preparado al mismo tiempo -
que los problemas siguiendo las técnicas de extraccibén y --
cuantificacidn.

Los resultados obtenidos muestran cantidades muy peque
fias de cisnuro, es necesario hacer hincapié en due las con-
diciones ecoldgicas son un factor muy importante, ademds de
la edad de la planta y de la calidad genética.

No obstante los resultados obtenidos, en la variedad -
negra tipo Veracruz en cierta forma concuerda con la biblio
grafia en la que se indica que las variedades negras contie
nen mayor cantidad de glucésidos cianogénicos. Lo mismo su
cedid con el frijol soya que fué la muestra mds nueva que -

se pudo adquirir y mostré un valor alto en comparscién con-
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las demds variedades que ,fueroh adquiridas en el comercio -
Y que dificilmente son de cosechas recientes Y que en algu-

nos casos ya mostraban un color mis oscuro gue es un :tﬁdice

de envej écimi ento.



VI. CONCLUSIONES.

Las leguminosas en estado crudo contienen varias sus-
tancias tdxicas, éntre ellas los glucdésidos cianogénicos,-
éste estudio se realizb en el frijol por ser la leguminosa
mds consumida en México.

La importancia de los glucdsidos cianogénicos es gque -
liberan dcido cianhidrico al ser hidrolizados por una enzij
ma enddgena.

X;;a cantidad de glucésidos cianogénicos varia con las -
condiciones ecoldgicas, edad de la planta, calidad genética
y algunos factores externoszf

El cianuro liberado al ser absorbido en el organismo -
reacciona con el fierro de la hemoglobina para formar el --
complejo oxidasa-cianuro, por lo gue cesa la respiracibn. -

Este complejo es disociado por accién de la rodanasa, una
enzima tisular que se combina con el tiosulfato presente en
el organismo y liberar a la enzima respiratoria.

Las legislaciones norteamericanas y de algunos paises-
europeos fijan el limite de glucdsidos cianogénicos de 10--
-20 mg de HCN/100g de muestra seca, nuestros resultados son
mucho menores a éstos limites.

Se puede deducir que un consumo alto de frijol no pro
duce toxicidad grave ya gue la désis minima letal de cianu-

ro es de 0.5 a 3.5 mg por Xg de peso corporal. Perc no se-
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puede saber si en los casos de desnutricién -muy abundan -

tes en nuestro Pais- ésta exposicidn constante, pueda prodg'
cir intoxicaciones crénicas, susceptibilidad a alteraciones

neuropatoldégicas, bocio endémico y atrofia éptica debido a-'
que en estos casos los sistemas inmunoldgicos estdn atenua-

dos.

Es importante aclarar que los resultados obtenidos en-
éste estudio son poco representativos debido a que las con-
diciones durante el desarrollo de las pruebas fueron muy va
riables, as{ como las cualidades de las semillas, pero algo)
que si se puede recalcar es gue las variedades negras y las
semillas nuevas contienen una cantidad mds alta de glucdsi-
dos cianogénicos.

Del mismo modo se puede afirmar que la técnica seguida

para la cuantificacidén del cianuro es rdpida y a la vez muy
sensible, y'ﬁtil para determinaciones peguefias de cianuro.-

En lo referente al método de extraccién del cianuro cabe-
-sefialar que probablemente no todos los glucésidos hayan si
do hidrolizados, por lo gue es necesario que en posteriores
estudios ée hagan mds combinaciones de los métodos de hidrd
iisis, hasta obtener uno mds satisfactorio.

En éste estudio se realizé solo una prueba con frijol-
cocido, obteniendo un resultado negativo, éste resultado es
razonable debido a gue con el cocimiento se destruye la en-

zima que produce la hidrdlisis, as{ que es necesario para -
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muestras cocidas encontrar otro método de liberacién del -
cianuro. .

Por Ultimo en relacidn a las alteraciones fisiolégicas
producidas por el cianuro se observa la necesidadlde ampli-
ar éste estudio no sélo a las leguminosas sino a todos los-
vegetéles, ya que actualmente la dificil disponibilidad y -
el alto precio de los alimentos de origen animal los ha he-
cho ser incluidos ampliamente en el régimen alimenticio de=
todos loé mexicanos. ,

Como unica solucidn contra éstds alteraciones estd en-
ensefiar a la gente no s6lo a alimentarse sino 2 nutrirse --

que es lo gue no sabemos hacer.
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