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INTRODUCCION

tn lineas generales ze propone el térumino de enier-
medad endemica para aquellos casos en los gue la inciden-

cla de e¢sta enfermedad supera al 10% de la pcblacidn. Le

este modo se puede disbtingulr entre enfermedad endemica y

en.ermedad esporédica. Fl presente trabajo esta inciuido

n una linea de investigacidn que pretende el estudio de

las posibles causas dieteticas que pueden incidir en una

enfermedad endemica presente en una amplia zona de la pro
vincia de Granada. En concreto, se pretende un estudio de
1las posibles causas nutricionales incidentes en el bocio

enuemico.

Se define como bocio todce desarrollo anormal y ex-
cesivo de la glandula tiroidea. kn consecuencia, por lo
dicho nasta el momento, habra que considerar como Zzona de
bocio endemico aquellas en las que un elevado numero ae
la povlacién ( 10% ) presente esta anomalia del tiroides.

formua general se pueden citar algunacs zonas ern
cidericia es muy elevada, de tal modo, que en
Luerica se describen numerosos grupos de poblacién tales

rad 33 ; bie ace
co.o los citados por Gaitan (1983),en Colombla, que h




relferencia al distrito Jandelar: ]
i icia al distritc de Candelaria. También en el conti
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Paises tan alejados de los citados hasta ahora c¢o-

Ta  Trdds e ~ Vit ey e s ;
mo la India presentarn también nucleos de poblacibn en los

que se manifiesta bocio enaeumico tal como serala Degroot
(1975), pareciendo gue la causa son diversos iones inor-
£anlcos preseiltes en concentraciones excesivas en el 2gua
de bebiaa.

frmans y col. (1972) en numerosos trabajos ponen

manifiesto como ceuvsa primordial del bocio endemico en

diversas regiones centroafricanas, COWO el Zaire, la in-
~esta excesiva y continuada de mandioca o cassava.

Hershman y col. (1983) han puesto de manifiesto co
1o causa de bocio endemico, en algunas zonas rurales,el
~yan consumo de cassave en la dieta de la poblacidén. En
Japdn también se ha manifestaco esta endemia en los habi-
tantes de peguenas islas que se alimentan casi exclusiva=
mente de pescado ¥ obros productos marinos, tal como setia
la Suzuki (1980), en la isla de Hokkaido.

por la bibliografia consultada se ha comprobado que

3
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enn diverses reglones Qe Buropa son frecuentes estas alte
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INTRODUCCION

tn lineas gzsnerales se propone el término de enfer-
meddu endemlca para ajguellos casos en los que la inciden-
cla de esta enfermedad supera al 10% de la poblacid.. De
este modo se puede distinguir entre eniermgaaa endemica y
entfermedad esporédica. El presente trabajo esta incluidoe
ern una linea de investigacidn que pretende el estudio de
las posibles causas dieteticas que pueden incidir en una
enfermeaad endemice presente en una amplia zona de la pro
vincia de Granada. En concreto, se pretende un estudio de

las posibles causas nuiricionales incidentes en el bocio
enuemico.

S¢ dafine cowo bocio todo desarrollo anormal y ex-
cesivo de la glandula tiroidea. In consecuencia, por lo
aicko hasta el momento, habra gque considerar como zona Ge
bocio endemico aguellas en las que un nlevado numero ue
la poblacién ( 10% ) presente esta anonalia del tiroides.

De forma general se puecen citar algunas zonas en
gue esta inciderncia es muy elevada, de tal modo, que en

se describen numerosos grupos de poblacidén tales
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citados por Galtan (1983),en Colombla, Qqu hac




al distrito de Candelaria. También en el co

LIerl car Barcells v oo (196 11 ]
ericano Barzellato y col, \1967) indican la gran

¢
£

cel Ay SN " :
el bocio endemico entre lua poblacidén iadia de

Paises tan alejados de los citados hasta ahora co-
mo la India presentan también rucleos de poblacidén en los
que se manifiesta bocic enceilco tal como senala Degroot

{1975), pareciendo que la causaz son diversos iones inor-

ganicos presentes en concentraciones excesivas en el agua

de bebida.

Ermans y col. (1972) en numerosoc trabajos ponen
de manifiesto como causa primordial del bocic endemico en
diversas regiones centroafricanas, COWO el Zaire, la in-
gesta ex esiva y continuada de mandioca © cassava.

Hershman y col. (1983) han puesto de manifiesto co

czusa de bocio endemico en algunas zonas rurales,el
de cascava en la dieta de la poblacién. En
andn también se ha man1festauc esta endemic en los habi-
cantes de peguenas islas gque se alimentan casi axclusivas
de pescado y 0Lros prouuctoé marinos, tal como seha
(1980), en la isle de Hokkaido.
la bibliografia consultada se ha comprobado gque

diversas regiones ae Europa son frecuentes eatas glte-
erl v o e g ke




'aclones de - Al dlag & el : b
tlroicea.A tal efecto Peltola vy

col.{(1902) indica la presencia de boclio en nifios de euud
geologico como los Alpes suizos se
des nucleos de poblacidén en los gue es muy frecuente el
tocic. kn este mismc sentido se pueden considerar las al-
pujarras granadinas ya que estan enclavadas en la Cordai-
liera Penibetica gue es una cadena montafiosa formada en
lcs ultimos plegamientos geologicos. Aungue no esta per-
fectamiente comprobado, a traves de la bibliografia de que
se considera como una causa importante el he-

terreno sea pobre en iodo, lo que posible-

ocurre en estas regiones montafiosas.

Azentes bocidgenos

ausss del bocio endemico parecen Ser multiples

S
Las ¢

vista de los trabajos realizados hasta el momento

aumerosos investigadores & nivel mundial. No obstante

trapajo se pretende unicamente hacer una revisidn

de las posibles causas dieteticas puestas de relieve des=

sn 1871 Fagge ~:finio o]l pbocio endemico.

4
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de gue
como la causa primor-
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dieta. Zn

actualidad lus Cleteticas parecen ser multiples
e un término para denominarlos globalmente,

habla de agentes bociogenos

y definidos como ague-

llas sustancias que interficren la sintesis de las nourio-

nas tiroideas (de forma adquir.da para diferenciarlo

ae
los trastornos enzimaticos congenitos).
Log agentes bociogenos pertenecen a diversa
rias quimnicas. Asi, por ejemplu, existen
cos con capacidad bociogena como el CN™, SCN™, y con me-
porgue no se ha coumprobado aun, ca
e inciuso el 1odo.
recordar @ numerosas mole-
organicas, principalmente aerivaaos fenolicos, asi
derivados de estructuras indeteriil
posiblemente glucosic a clasificacion de

estructura

(CN~). Este i0n procece ce glucosidaos

1-Ién Cianuro (CN”).

1 O B g vl P
comn la amigdalina de las almenaras ( Pru

cianogeneticos C

i : na de 1 cassave (Manioct uti-
nus amygdalus) y la 1inamarina ce 1l& cassava (4

' ~0 se liDbel a los gluco-
lissima). El ién cianuro se 11DeTr.
. ] or en
i OTL¢ netali las 1
dos mediante una serie ae reacciones cutallzadas | n
81000 U 4 a4
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Mandelonitrilo Benzaldehido

cianuro si se ingiere en concentraciones muy bajas
el caso del conswu0 de cassava gsometida a un tra-
o detoxicante, como el que realizan los pueblos
centroatricanos y de sudamerica, da lugar a que en el or-
ganrlsmo aumano sSe transforme el 1én cianuro, a nivel hepa
100, PO¥ secidn de una enzima, 12 rodanasa, en oCN7, ién
eno menos téxico gue el primerc.

o_Depivados fernolicos. istos derivados proceden ae

jiversos glucosidos ampliamente distribuidos en la natura

1

-
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i 5 *liles en vegetales comestibles. La cascarilla

del cacanuete (Arachis hypogea) contiene araquidosido que

libera radicales fenolicos. Estos derivados fenolicos pue

dern ser iodados en el tiroides impidienao la incorpora-
cidn de i10do a la tirosiaa.
También se han identificado glucosidos similures en

-

la nuez de acajou (Anacordium occidentale). Es posible

que se contrarreste este efecto antitiroideo sin mds que
aumentar el aporte de iodo al organismo.

El bencil-tiocianatd y el bencil-isotiocianato pro-
cedente de glucosidos hidrclizados enzimaticamente, pare-
cen ser bociogenos frecuentes en algunos pailses europeds
en 10s gue se consume como verdura la capuchina (Tropaeo-
lum majus).

Con estructura quimica similar pero encontrando su
utilizacién farmacologica en el tratamiento de¢ ulceras va
ricosas debemos citar el regsorcinecl. Se comportan con mé-

actividad antitiroidea aguellos componentes aromati-
grupos hidroxilo en posicién meta. Segun sendalan

col. (1977) estos derivados fenolicos, ademss de
actuar de foria competitiva con 1a %tirosina, Son inhibido
res de la peroxidasa, 1.0 prueba al misumo tiempo que esta
enzima puéde actuar como modulador de las iodaciones 0rga

nicas que tienen lugar en el tiroidea.




S=Algquil-sul fur: ‘ o e .
~ lfuros.Tentn estos derivados organicos

A 1 o 3 ST &l ~ = 3
coi0 los tioles correspondientes, son citudos en la biblio

grafla como causantes principales del bocio endemico en

algunos paises, Como parece ser ocurre en el Libano, ya
que el consumo de vegetales del genero Allium (ajo, cebo=-
lla, apio, etc.) parece ser frecuente y los componentes
volatiles de estos vegetales estan constituidos fundamen-
talmente por moleculas organicas tales cowo n-provilaisul
turos, entre otros muchos citados por Saghir y col. (19686).

De igual modo, Schreyen y col. (1976) identifican

de 50 derivados agufrados en el puerro (Alliwm porrum).

Saghir y col. (1968) hacen referencia en unexien-
o trabajo a la accidn inhibidora ae la funcién tiroiaea
en ratas cuando se les administran diversos derivacos di-
sulfuros. En esta misma linea de trabajc Cowan y col.
(1967) estudian .a sceifn antitiroidea del metil-sulfuro,
alil-disulfuro ¥y el alil-suliuro ¢rocedentes de la frac-

cién volatil del aceite esencial del Aliium cepa.

Trauajos rezlizados en Colombia por Gaitan y col.

(1qo0) nonen de manifiesto la posible relacién entre el
i ie. 28—

Hoclo endemico existente en 37 localidades del valle 0

te de Colombia y la contaminacién del agua Ge pebida, aun

tes ] upo

que no determinan claramente los agentes bociogenos, Supl

alizados por € ul

nen, de acuerdo con los traba]jos realizados por este equl
'




po hasta e e . - :
a el momento, que los microorganismos presentes en
Gl ol ) 1

el agua producen a bi : ]
1 ag producen una blodegradacidn de sustancias orsani
o £ T
cas hasta llevarlos al estado de alguil-sulfuros

i\
4-Tiourea y medicamentos derivados de ella. Los de-

Bivhin . g § i
ivados de la tiourea Y de la tionamida inhiben la organil
o —

ficacidn de ; ] 08 iendo ]
10s loduros, siendo 1os més potentes los tio-

-

urelilenos.

=0
18

Tionamida Tioureilenos

El mecanismo por el cual producen bocio se depe a
que pueden inhibir la oxidacién de varios sustratos actu-
ando sobre las peroxidasas e impidiendo, por tanto, que |
en tejido tiroideo el iocduro pase a iodo. De estz rorma
la tirosina no puede lodarse y no se formws mono y diyo-
dotirosina gque son las que por reacciones de condensacidn
oxidativa dan lugar a las hormonas tiroiceas.

fsta accién no se inhibe con un auuento ea 1o inges
tién de iodo y solo puede paliarse con la administracién
de los productos finales, cuya sintesis esta impadida.

5-Compuestcs aminoheterociclios. Las sulfonaridas se

usan Ccomo Arogas antidiabeticas, radicando su activiuad

pociogena en-el grupo aminobenceno, pero desarrollanao




¥

actividad antitiroidea més debil gque los tioureilenos.

Las suliamidas ejercen una accidn antitiroicea per-

lecltamente comprobada en experiencias con animales y no

tan manifiesta en el ser humano debido fundumentalmente &

la dosis relativamente elevada y prolongada que es precil-
sa para que se manifiesten estos efectos. Seglin recoge De
groot en algunos trabajos parece que su efectc se debe &
que las sulfamidas desplazan a la tiroxina de la proteina
transportadorsa.

Las sulfonilureas presentan también actividada bozig
gena por el mismo mecanismo de accidn que el anteriormen-
te descrito para las sulfamidas.

6-0tros derivados 0organicos. Gran numero ae molecu-

las organicas utilizadas por su accidn terapeutica en sin
dromes muy dispares pueden e jercer accién antitirvoide=
mes O enos importante en la mayoria de los casos cuando
se utilizan en tratamientus prolongados O en dosis excesl
—t ok - A B

vas
Los nitrofenoles cowo el 2,4—diuitrofenol aumentan

el conswuo d€ oxigeno porque aesacoplan la fosforilacidn
b - ik

; imy ¢ me
oxicativa, pero no induce alteraclones importantes del me

tapolisiuo por efecto de la tiroxina. Bl dinitrofenol se-

4

G 3 1a hormona tiroidea del
gtin Wolfl ¥y aol. (1961) desplaza
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wisme en la bllis v hav s
lsme en la bllis y hay una mayor excrecién fecal

ie la citada hormons.

Lus salicilatos aumentan de
allcllatos aumentan de igual mode el consumo

OXigeno y posiblemente ocasionan una depresidn de la
-'\L Al e 4 = N 45 \ e :

funcidn tiroidea. Aungue el mecanlismo ue respuesta no es-
+o A oy "o e hY am e ks 1 :

ta claro posiblemente se deha 3 una accidén a nivel de ls

fosforilacidén oxidativa. Estos compuestos también ejercen
una accidén competitiva con la tiroxina a nivel de su uniédn
con ia TBPA y disminuyen los niveles plasmaticos de
Ty » usta hipotesis se ha sugerido por aiversos autores co
mo Musa y col. (1964) y Larsen (1972).

El fenobarbital cansa un aumento del metubolismo de
15 horwona tiroidea a nivel de los microsomas nepaticos y
enn Los animales reduce la efectividad biologica de la nor
ona. En los seres humanos la administracidén de fenuvbarbi
al, cuando los niveles de tiroxina esten disminuidos en
an 25%, por ejemplo-en eniermos con el sindrome de Gra-

ves, no parece ejercer un« respuesta clinica apreciable.

7-Sales inorganicas. En 1a bibliograifia consultaca

2
Fies ] ssible 1 ] ia d ran nwie-
ge pone ae manifiesto la posible 1inclaencls de gran 1

ro de icnes inorganicos °n 1a funcidn de la glancule tl-

roidea. A alguno de estos iones BSe€ le achaca directamen-
e L =

; o : o S e
te un. ac¢idén boclogena. A tal efecto el Ca*% el NUg,1

al- Bt B B, 7 Co'** parecen ejer-

cedente de la dlieta,




e . m
ce a.lm = Nalal] f M - & 4

b et . =2 '--i-én- 40008 estos eiecios an puest
e L i - hd L

manlllesto claramente en animales ae zxperimentacidn. No

y

stante, lay y col. (1972) ponen de manifiesto que una

N1 O 3 ~ s =1 - r o g . Ve . -
aieta rica en F7,y con un aporte deficiente en iodo, como

ocuire en algunas zouas de la India, pueden ocasionar una
inclidencia del bocic.

El litio ejerce un importante y multifocal efecto
en la fisiologia del tiroides. Cuando se tratan psicosis
depresivas con sales de 1itio se ha visto que causa bocio
y en ocasiones mixedema. El litio disuinuye la relazcidn
entre la liberacidn de hormona tirnidea por la glanmula'
y la uegradacidén de tiroxina tanto en inaividuos hiperti-
roideos como en eutiroideos. A tal efecto el litio se ha
usaao en el tratamiento del hipertiroidisme tal como re-
sefien Berens y col. en un trabajo publicado en 1970.

En esta misuma linea, cabe citar el efecto innibi-
anr de los yoduros sobre la sintesis horwonal, tal como
inaica Green. Una administracién excesiva de yodurcs a
las ratas proauce una inhibicién en la produccién de hor-
.onas tiroiae.s que Se conoce como erecto Wolff-Chaikoft.
51 swiinistran dosis sucesivas y progresivas de 1040,

oo
res podestos de iodo conaucen a un awnento de las
- Akd

.

e 3 vi = }11
i ones hasta que llegado un momento comienzan & QlSMmL
1004ClOlib o G a d &




NU1r. Bl mecanisme xachto ¢ a5t :
I canlsmo exacto de este fenomeno de Wolff-Chui-

Ll A Gt :
£01l no es blen conocido, 51 bien, se postula que en la or

sanificacidén de 1los ioduros interaccionen una serie de

couple Jos intermedios y un exceso ce ioduros podria blo-

guear las iodaciones.

8-Idén Tiocianato. El idn tiociaznato es, asi mismo,
w1 potente inhibidor del transporte de ioduros, y su tama
fio molecular es ar al de los otros inhibidores del
transporte. Se diferencia, no obstante, en:

- 110 aparece concentrado en el tejico tiroideo.

- e8 metabolizado activamente por el tiroides "in wvivo"

ernn los preparados de celulas libres.

- el ién SCN-,es ur inhividor ae iodaciones organicas
en concentraciones ligeramente mayorcs que las precisas
para innibir el transporte de yoduros.

Se ha pensaco que el SCNT, adends de inhibir el
transporte de 10duros, podria constituir un sustrato com-
petitivo para la peroxidasa de 10duros tirciceos, y que
explicaria tanto su piotransformacidn como su capacidad
para innibir las iodaclones. El tiocianato esta presente
: . rluidos Gel cuerpo y su concentracién
ge orelrario en .08 fluidos ael C pPo ¥

-' 5 al
suede incrementarse en los fumadores Se gerialan l1os es
lJ o - e

' apelletti ¥y i 1982) en nues
tudios realizadot por Capelletti y co- ( y
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Distribucidén del ién tiocianato en la natursleza.

El i6n tiocianato se encuentra en gran ndmero de ve

getales que forman parte frecuentemente de la dieta huma-
n:, asl como del pasto utilizado para alimentar algunos
runiantes que proporcionan leche en la alimentacién huma-
na. Se ha comprobado por los trabajos realizados por nume
roses autores 1e la leche de vaca es un vehiculo indireg
to e importante de SCN™, en la dieta hamana, Asi cabe ci-
tar los trabajos realizados por Iwarsson y col. (1973) e
Iwarsson (1973), asi mismo, en nuestro Departamento por
Augustin Campes y col. (1983) al determinar la pres&ncié
de ién SCN™, en la leche ue cabra consumida en la Alpuja-
rra granadina.

ml ién ticcianato es un componente importante en la
com,asicién de numerosas cruciferas, en todos los casos
se encuentre formando partue de moleculas complejas, tio-
glucosiaos, 108 cuales por accidn de una tioglucosido hi-
drolasa se hidrolizan liverando diversos radicales entre
108 que cabe citar el tiocianato, jsoticcianato y el ni-

a

: ! ntran gran
trilo. D los vegetules ce 1a dieta se encuentran g

- K one i e .lrio 0 aos
. | 2 dominando siempre 1

ac de tioglucosidos, pre
Caﬁtlad¢ ae
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terioruente descrita de la forma siguiente:

’/J'Scﬁukk Tioglucusiﬂasa/ﬁzo r o=

R -4

\ I
N-0-50, 0K ~C¢ Hy O¢ L \kN_

-S0, HK

Tiozlucosido /////////////’ \\\\\
a~

H=C=N H=N=(C=5

Tiocianato Nitrilo Isotiocianato

Los glucosidos que contienen al ién SCNTen su estruc
tura se encuentran er especies de la familia de las Cruci
feras, aunque también se encuentran en las familias Cappz

aceae, Resedaceae, y loringaceae.

iedaces de coles comestibles pertenecien

al género Brassica tales como la coliflor (brassice.

oleracea botrytis), el nabo (Brassica napus), la lombarda

(brassica bleracea Var. capitata), el repollo (Cichcrium

't“tﬂls ] Ga‘[ oseen 7 11 (3(‘:] aos E C ano r‘anetw C‘ S ue e-
) C- p é)l CcCOS 10 1 é: 1COs LA
..]-n I! ?

i ] i z y glucoslidos
jercen accidn bocliogenae. L2 mayor parte de los gl

7




Linaner (1978).
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S0n my . ans 1ae
Pl WY numerosos los trabajos realizados por d
J e el 108 0 gaiver

lnvestvi;.acores al %

171V nasores con el fin de valorar el SON- proceden
 d KEiL

Le ae vegetales comestibles de la familia de las Cruciie-

e

ras. an la mayoria de los ¢asos se viene realizanc

eSTUdlo por su relacidn con el bocio endemico. En este

sentido Johnston y col. (196 han dete :
q 1ston y col. (1966) han determinzdo el conteni

o
de tioclianato en diversas muestras uel género Brassicc.
nciuso vonen de manifiesto la distribucidn de este idn

funcidn del tejido vegetal analizado.

Neil y col. (1972) han determinado niveles ae SCNT

£ o i i & @ a o : - &
el rdbano (Raphanus sativus) mediante la misma técnica

goloriw=irica despues de realizar una hidrolisis enzimati
ca de loo zlucnhsidos que contienen al citado idn.
McGregor (1978) encuentra niveles arreciables d-.
ién SCN- en el aceite extruido de la semiila de mostaza,
como Ge la semilla de colza. Trabajos weallizados por
Daxenbichler y col. (1960) determinaron la presencla de
LN~ en chucrut por cromatografia. Hak-Yoon y col. (13060)

determinaron la variacién de ién tiocianato contenido en

10s cultivos de coliflor ¥y brécoli (Brassica oleracea Varl.

cauirifloraj.
Cappelletti y col. (1982) estuaiaron la concentru~

cién en suklo ae ti1ocianato en personas fuuacoras y no fu

TR 4
. R Leveaiec i BE
14 resndo & la conclusidén de que 1a correlaclor

G i
macoras, licgedl




b3 T ey
L1oclanaco

diarios no esta confirmada. En un segundo traba

Cappelietti ¥y col. (1984) comperarcn la concentracib:

ok W I & i el : >
ge tilocianalto en orins entil'e PersoneEs I1umadoras y 0 1Wng

duras vienae gue la excrecidn de tiocianato en crina es

<

\1te er los fumadores y no fumadores femeninos. También

llegan a la conclusiér de que no hay mucha correlacién en

tre entre el ndmervc de cigarrillus por dia y la concentra

cidn en orina de tiocianato, especialmente en mujeres.

El nimero de trabajos que se vienen realizandoc por

1..vestigacores de dilerentes paises para poner de maniii-

esto la presencia de glucosiuos tiocianocgeneticos,

o, para la valoracidn de radicales de e5T0S glucesidos

como son las oxazolidintionas, el tiocianato, e isotiocia
? ’ G s Y g £

natos (n-butil, alil, y etilisotlccs ztos) es muy eleva

Q0.

g < h o =1 ey 0Oy "y N T ~ "
4si, Youngs y col. (1967) han valorado mediante cro

mato ralia gas-liquian Yy es;ectr@fouometria U.V. 1los anio

antes citados en la semilla de colza. =n todaos los ca

1 1 0 S ctectan por las tec
sos se llberarn los aglucones dque se detectanr p

1 0HS apnaliticas citadas wediante hidrolisis enzimatica
nicud  clicdls &
pnara 10 cusl se utilize la enzlila

.

sLazE sefsson
in harina de mostaza Josefsso




enzimatica la 1estra v ]
LlCa la muesira y medide colorimetrice s
adicion de nitruto ferrico. bl método da buen

cil

e aplico a la deterwinacidn de microcuntidu~

von posterioridad ancersen (1970) sigie un método

matograria gas--liquido (CGL) y determina el alil-

orlanato presente en la semilla de mostaza y compara

métoao cromatografico con el método propuesto por
la AO0AC y llegzn a la conclusidn de que eg mds sspecifioo

nsible.

Wetter y col. (1976) ponen de munifiestc la preasn-

cia ce tioglucosidos en hariras de colza mediante una téc

de apsorcidn en el U.V. con lo cual deteruinan el

tiourez y oxazolidintiona proceaente de 1ia

hidrolisis enzimatica de los tioglucosidos. Mullin y coel.
77) en esta misma linea de trabejo valoran el conteni-

io de tioglucosiaos a partir del idn SCN™ libre por accidn

enzimatica en aiversas Cruciferas (coles de Bruselas, col,

brécoli, coliflor, rdbano, etc.).

¥n la col (Brassica oleracea) Daxenbichler y col;

(14977 ) han determinado e jaentificado doce tioglucosiaos
( 1

evistentes a partir dae

hidrolisis enzimatica de l&a muestra

: ctope—
o cromatogralld aetec

y ptilizacidn de




de ionizacidn de llama, de moac que pueaen identiii-

el radical orgunico. Hak-Yoon y cols, (1980) han de-
teruinado, siguiendo el método de Joselsson, la evolucidn
en el contvenldo de tioglucosidos en dos clases de nabos,

Brassica napobrassica vy Brassica rapa. Bible y col.

{1981 ) intenten relecionar la deficiencia de boro en la
tierrae de cultivo cor el aumento de SCN™ contenido en el

révano (Hapnenus sativus) de tal wodo que la deficiencia

de boro reauce el crecimientc de la planta mientrus aumen

-

te el contenido en SCN™ tanto en las hojas como en la

¥y
-

-
tLd .

[ -

Otras fuentes imperiuntes actualmente de SCNT aue

estan poniendo de manifiesto en el ser humano son los

s
]

cicarros. En este sentido Se han realizeao estuaios en 9&
- - o 9B r‘ - 5 (
versos paises como es el caso de Helidvaara y col. (1981)
: o ¥ : SN~ 8 .
que intentan relacicnar la presencla ae ién SCN™ en sue

con la esperanza de vide en 15 afios de un grupo a¢ in-

ro
11vicuos con edades comprendidas entre 40 y 59 afios. Lie~
1a conclusién de que la presencia de este idén puece

: o : .
alsuna manera en el cancerl de pulmdh de 1los fu
o} ¥

3 3 ria8. LIl
orocesos patologicos ue las coronarlas

mismo sentliaod Cappellettil ¥y sal. (196 b) han tea~
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veles de Ti0clanato. mncuentran niveles

cianato en los individauos fumadores.

Hidrolisis enzimatica de ios glucosid. por la miro-

ginasa (EC 3.2.2.1.).

Los trabajos realizados hasta el momento para la de
terminacidn ae ién SCN™ procedente de tiogluzosidos, inae

pendientemente de la técnica analitica que se proponga U

!
ra la determinacidn del idén una vez liberaco en un medio
auropiado, proponen la utilizacién de una enziwa especifi
ca, en todos log casos mirosinasa (EC.3.2.2.1), enziua
que, &l no encontrarse como producto comercial , devera ob-
tenerse a partir de vegetales ricos en la misma. La téceni
ca seguida generalmenie es la propuesta por Schwimmer en

g61 quien publico un trabajo que permite con gran facili
4ad la obtencibn y valoracién de mirosinasa.

Como materia prima se proponeé en este trabajo la

mostaza amarilla (Sinapis alba) en polvo, obteniendose un

rendimiento aproximado del 2%. Las reacciones Ge hidroli-~

ais enzimatica que tienein lugar variaran segin el pH y ae

unos determinados ccfactores, tal y come serala lcGregor

« cole (1983) en el siguiente esquema:
\J R




N—Owa%

Mirosinasa

4+ Glucosa

cofactor no

iaentificado

s -

R=5=C=N (V) R-C=N+ 5 + S0§ (IV) R—N=C=S (III)

Tiocianato Nitrilo Isotiocianato

En presencia de la enzima mirosinase 108 glucosiaos
on hidrolizados, ¥ segin la natucaleza del glucosido,
1as condiciones de la reaccién y lo3 cofactores presentes
ern el tejido vegetal, algunos todavia no identificados,
determinan 108 productos que Se pucGen I[ormar.
Cuando se adiciona mirosinasa a una solucidn acuosa
ae un glugosido 8e 1ibers glucosa Yy uul aglucén muy reacti

vo (I1). Oouire ques




— 3 .7} ] ©3 ) ] 9
g1 el pH es neutrqg se origina como producto de la reac

cién isotiocianato (III).

—~cuando la disolucidén de mirosinasa es adicionada a un
glucosido en solucién, en medio acido, o en presencia de
ién ferroso o nitrilo, se forma nitrilo y azufre (IV).

=111

cofactor, toaavia desconocido, puede producir la hi

arolisis del glucosido dando ticcianato en lugar de iso-
tiocianato (V).

wstos 1nvestigadores pretenden inactivar la enzimg
tioglucosiao glucohidrolasa parz evitar la hidrolisis aé
los tiogsluccosidos y para ello utilizan metanol, mezclas
nidroalcoholicas, etc. con la linalidaa de extraer lcs
tioglucosidos para poder identiiicarlos y cuantiticarlos.

La valoracidn de la enzima mirosinasa se basa en la
nidrolisis del tioglucosido sinigrina por la enzima. lLa
sinigrina absorbe a 227,5 nm y midciendo el decrecimiento
de la absorbancia con el tiempo & esta longitud de onda
ccaemos ceducir la constante de Michaelis-Menten y la ve-
1ocidad de la reactién para esia enzima. El producto ae
1a reaccidén es, en SV mayoria, alilisotiocianato, el cual

1.0 gheorue a 257!5 nme.




varacteristicas quimicas y Métodos analitico: de de

terminacién del i iocis
erminacidén del ién Tiocianato.

El idn tiocianato es un idn neutro, 1incoloro, reduc

tor, aunque reductores muy fuertes como es el cinc metali

CO en medaio acido, lo descomponen en Sk, y.ONH. Todos los
tiocianatos son solubles en agua, excepto los de Hg' y
Pu*. :

Forma complejos con diversos cationes, algunos de
dichos complejos son coloreados, como el de ¥e'*'(rojo in-
Lenso), el ae Co** (azul) y el de Bi"* (amarillo). Entre
luos complejos incoloros conviene citar per su utilidad a-
naliticz el Hg(SCN)J que se utiliza como reactivo de
cine, cobre y cobalto.

La determinacién del idén SCN™ a niveles de microcan
ticaaes supone utilizar tecnicas espectrofotometricas, es
pectrofluorometricas, o bien, cromatograficas, ya sea
gas-liquido o mds recientemente cromatograilia 1liguida de
alta presidn.

1-liétodos Espectrorotométricos. Las tecnicas espec-

e 44 o 1
trofotometricas Se basan generalmente en lz medida de la
apsorbancia de complejos coloreados obtenidos & partilr

sel ién SCh~ con iones metalicos ¢ bien al uesarrqllo de




algun derivado despues de oxidar el ién SCN™ y conaensar

este producto de reaccidn con diversas moleculas organl-

intre los métodos colorimetricos se debe citar el
basado en la reaccidén del ién tiocianato con el ién Fe'*
en medio nitrico. EL complejo que se obtiepe absorbe a
470 nm, longitud de onda & la que se reali;an las medidas
de apsorbancia a fin de determinar la concentracidn ae
ién tiocianato. Williams W.J. (1979) indica que este mé-
todo analitico se ve afectado por la interferencia de nu-
merosos iones como el CN™, Br, C,0§, 803 ;etc. Tara elimi
narlos, en algunos €asos S acidula el medio convenientéﬁ
mente y por ebullicién se puede eliminar, por ejemplo, el
N~ y otros iones como el C,0f se eliminan pox precipita-
cién con C&*.

Josefsson (1968; propone un método pare la deterui-

nacidn de SCN- procedente de 1a semilla de Sinapis alba

mediante la obtencién del complejo tiocianato de hierro y

jge la absorbancila a 460 nm. McGregor (1978) realiza una

il

e = .
. {zera modificacidn al método propuesto DpOT Johnston J

WL

5 ) ' irosinasa para li-'
col. (1906) basado en gtilizacién de mirosinasa b

verar el idn SCN™ .

] ) 3 as la reac-
Qtros métodos colorlmétrlcos ge basan el la

/




Cl1on (.;.L ]aryo ada JOI A U.I Lige I )44 C_]U.e CO el .Jb@ n o
-

oxidacidn de: . SCN"
c 1 del i6n SCN con bromo, obtencidn del bromuro
ae clanog £ i ]
l0geno, el cual oxida a la bencidina disuelta e 1
=S I pl
ridina ge i o1 fie 1 4 ?
y 8e€ origina un derivado coloreado gque absorbe a

66 . i . .
525 nm. La reaccidén es la siguiente:

SCN- f 3G
N" + 4 Br, + 4 H,0 === 50! + 7 ¥~ + 5rCN + 8 H*

B, N -<O>-<O>

\ Eﬂg

~ P

Este método ha sido modificado por Jimenez de la
y col. (1985). kn este caso se utiliza como agen-—

te oxidante, en lugar de solucidn saturava de brome, una
sisolucidén de BrK y de BrOgK que en mecic dcido libersa
cuantitativamente bromo.

Epstein en 1947 desarrollo una técnica snalitica que
permitia la determinacibn ce microcantidades ce clanuro O
sien tiocianato, mediante 1a oxidacién de idn inorganico

con cloramina T ¥ posterior reacecidén del cloruro Ge ciano




v 44 OIli LI l.n a wJ L8 e L] L=
( { i {idl=— razolo S| as 1=} I 24 a e

ue } & I'i\’a a O 3( nr £ ['E: b Sn aquill ] 3 ue + i o
S Rl = . LCL aC .1. ( .1 1li Ccl. q t Leltp l
* g ¥ u

gar es: : Ne.
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L go-ngha

“Na

NaCN

CHg

S

|
CN

;0
-1 H
I Il\‘ iﬂ}{] O%C_CH:‘C"CH“—C&')""M
=0 p l« [‘
il | H

CH,

e N*"C\\
I | ~0=CH~CH=CH-CH—CH=C

Z N7
CH,

Recientemente lNagashima (1984) realiza una revisidn

s introduce un ruevo agente oxidante en

ae esta técnica




la determinacidén de tiocianato, sustituye la cloramina T

por cloramnina B. Obtiene mejures resultacos para la deter

rinacidn de SCN™ siempre que no se pretenda la determina-
cidén simultanea con idén cianuro, en cuyo caso sigue sien-
a0 mads aaecuada la térnica inicial de Epstein.

Con posterioridad Kruse y col. (1953) propusieron
una técnica colorimetrica que permite, asi:mlsmo, la de-
terminacidén de microcantidades de ién CN”, o bien, idn
tiocianato. En medio &cido, alcanzado mediante la adicidn
ae dcido sulfurico, se obtiene un complejo cebiuo a la
reaccién del idn tiocianato con sulfato de cobre en piri-
dina. rosteriormente se extrae el comple jo con cloroiormo
y se realiza la medida espectrofotouetrica de la & sorban
cia a 410 nm. Estos autores han realizado un estudio minu
cioso de las interferencias de aniones, tales como BY,
NUg » C. OF, Bryug, F", etc. y proponen al mismo tieumpo la
forma de eliminar la posible interferencia. De igual wmoad
realizan un estudio minucicso de la interferencia de nuug
rosos cationes tales como AT*, Cd*, Cr**y C¢*, Ni, ete.
bPro;onen eliminar algunos de estos cationes, como el §i
g el Hg™ mediante el uso de resinas de intercambio ionl-
co. aplican esta técnica analitica a l& determinacidn de

: JNT & £ UE sidusles ce la
1o0s citacos 1ones (SCN™ y CN ) en aguas re ’

indusirlae




Daichix y col. (1968) basandose en trubajos anterio

res, y ye citados en la presente revisidn, desarrolle  un
método espectrofotométrice de absorcidén atomica para la
aeterminacidn indirzcta de ién SCN™ , ya que obtienen un
derivado de tiocianato con cobre-piridina. Tras la extrac
cién selectiva con cloroformo determinan el cobre e inui—
rectament> deducen la concentracidn de tioélanato con una
sensibilidad de 0,05 ppm.
Como ya se viene refiriendo en este trabajo el ién
SCN- se encuentra en el suero del ser huwano y agui lo de
terminan Lundquist y col. (1979) meuiante la oxidacidn de
cianuro en medio dcido, oxidacidn con NaClO y posterior
co.densucién del derivado con dcico barbiturico en piriai
método ha sido utilizado recientemente 2n nues-
Lepartamento por Parras lasa ¥y col. (1987) .ob el 331
srminar SCN™ en suero Qe individuos sometidos a una
rica en Cruciferas.
En esta misma linea Q€ trabajo Aubry y col. (1980)
inan el tiocianato en orina en individuos EXPUESTOS
a derivados cianurados ¥ en los resultados finules nacen
una correccidn para eliminar la interferencia de la crea-

i ] tersiere
tinilnga couwo componente orainario en orina gque 11

‘ iociane segin el mé-
1a coloracién desarrollada por el tiocianato seg




todo de Lundquist. 8

) , & e & LB
“Omo ya Se viene indiclndo el ion oouN presente en
meulos biologicos procede de forma apreciuble de la dieta
de

108 1naiviauos objeto de estudio; ¥ en este sentido

convien:z seilalar los estudios de Shuaib y

col. (1921) que

han trabajadn con dos lotes de gallina: a una de las cue-

G S Rt -~ . 3 . :
Les nan una dieta rica en haringa de colza vy

Yy comparan el

conteniao de tiocianato en la yema de huevo. El método
consiste, tras extraer el ién SCN~ de la muestra, en la
formacifn de un complejo usando nitrato férricc come reac
tivo y siguienao el método, ya descrito en esta rev.siodn, .
de Johnston v col.

Abd El-Kader y col. (1984) han desarrollado un méto
do espectrofotométrico que permite la determinacién ae di
versos aniones como tiosulfato, tiocianato y tiourea uszn
do como reactivo nitroprusiato sodico. De acuerdo con las
condiciones nel método logran hacer selectivo el método
cara caaa wio de 108 iones citados. Bh el caso concreto
gqel tiocianato proponen un pH aproximado de 4,8 y como
meulo dimetilformamida. En estas condiciones se origina un
complejo coloreado que absorve a 565 nm.
in reswsen, a le vista de 1a bivliografia consulta-
erente a métodos espectrorotométrlcos se puede lle-

aga ref

ar a la conclusién que.existen tres tecnicw«s analiticas

B




bien estudiauas y aplicadas par numerosos investisadores:

- tna este busada en la formacidn del complejo tiocia-

nato de hierro en medio écido y medida de la absorbancia

a 460 nm.

una segunda técnica consiste en la oxidwucidn ael ién

tioclianato con cloramina T y posterior condensacidn del

-
w

derivaco con plrazolona en medio piridina y deter: -~acidn
ue la agbsorbancia & 560 nm.

~ y por ultimo se ha utilizudo ampliwnente la oxida-
cién del ién SCN~ con bromo y posterior reaccién del Lro-
puro ae cianogeno con dcido barbiturico en piridina. 4si
se obtiene un derivado que absorbe a 520 nm.

Existe, no obstante, algunas reacciones que sirven
de base para métodos espectrofotométricos, asi como, nodi
ficaciones a lLos ya citados que han encontrado una aplice
~i6n mds redaucida, quiza debiao, a la menor difusién de

1a técnica.

2-Métouos Cromatogrédficos. En cuanto a los métodos

cromatogrdficos que se vienen utilizando para la deterui-
nacidyn ae tiocianato presentan un amplio campo, y3 que €=
xisten técnicas basadas en cromatografia liguida (HPLC)

gue son métodos muy recientes Yy Se€ viene utiiizanuo tam-

(CGL), en cuyo caso es pre-

/

Lien la cromatogralla gaseosa




Cls0, una vez alslado el idn tiocianato, transiorumarlos
en derivwaos orgdnicos suficientemente volatiles.

ASl, Ue Brabender y col. (1977) se basaron para la
aeterwinacibn del idn tiocianato por cromutogralia gaseu—
se en la trausiormacidn del idn en bromuro de cianogeno
por tratamiento oxidante con obromo. El BrCN formado es ex
traido con penceno y es analizado por oro#@tOgra;la en ta

gaseosa y con detector de captura de electrones.

Basandose en esta técnica, Shuaib y col. (1973) ae
Lerainaron la cantidad de ién tiocianato libre contenido

r. el huevo de gallina. El procedimiento analitico segui~
do consistid,tras extraer el idén SCN™ del huevo previa
aesproteinizacidn, centrifugarién y filtracién, en la bro
macidn del idén tiocianato obtenienao el bromuro de ciano-
zeno, el cual se extrae con benceas, y S€ inyecta en el
cromatograic. Para la cuantificacidén analitica del bromu-
0 de clancgeno adoptan como estandar interno el Z-bromo-

oropano. Los limites ae deteccidn observauos son de

g -
0,002 fﬂ ml.

o

Con posterioridad Hirosue y col. (1983) deteruina-

ron el idén tiocianato presenie en Giversos alimentos cO-

. ey _;".m}ﬁ
mo S0n Verauras, frutas, hongos ¥y especias. la tecnlce

3 MY G iR
snaiitice seguida para 1a .eterminacién del idn consistio,
ik - £3




que la ya descritu_ por De Brabender

erer bromuro de cliarogeno por oxiaacién con orouo y
. ‘n con benceno, para posteriormente, cuantiticur-
cromatogralla en fuse gaseosa con detector de cap-
1ra electronica. Como estandar continuan pror-onienuo el
-promopropano. El procedimiento 8nalitico seguido garw
erar el tiocianato de loc glucosiaces en el tejido ve-
tal consiste sencillamen en una hidrolieris simple sin
la aaicidén de mirosinasa.
Funazo y col (1981) meuiante crumatografia en fu-
e gaseosa deter.lnan iones 1norganicos tales como CN™, S}
sci~, I~, Brr, etc. previa metilacién y compara el rendi-
L ento we civersos agentes metilantes cmmafﬂ%(CH,% :

P U
l.
1EX

[ -

Yy

5¢ ol

snalmiento €. el caso

v el metil-para-toluensulfonato, optenienco ma-
del SCn cuando se usa el dime

14 sensibilidad de la téenica

1 fato. Ademés compara
rorrafice en funcidn al detector empleado. Obtlenen

4. con el detector ae ionizacidén de llama

ro vara Los niveles en Que algunoS de esTO0s anlo-

en algunos fluidos biologices acon

-

: ~wmanntrarge
veuern erncoll crarse

- g 5 AT B S {
el uso del deiector O€ captura ae glectrones (ECD),

£. sensible para algunos de 10U

SCNT ¥




L. determinacidén de iones incys anicos cuando se en-
rtrarn 9 N1 ve e ] € T = 1
ran a nivelcs de ppm. se ha r .elto en numerosas

mediaente separacién cromatografica con resina

camblo 1onicr, Esta vecnica va evolucionando hasta 1le
la cromatogrutiia liqurida de alta resolucién. Basan -

11 este proceso Igawa y col (1981) proponen un méto-

do ue ;eyaracidu ce aniones utilizando una resina Amber-

Tyvge: g}

y proponen un detecior conductimétrico. Asi se-

paran y determinan los iones I7, CL, F°, SEN",; ¥y HGy

- ’ s . . 5 -
Una tecnica similar es la seguida por Ayers y col.

(1984), pero el detector ensayado el una fuente ™ reali-
a 200 nm. Asi determinan CI , By , SCH

-

etc. Los 1limites de deteccidn para el

Comportamiento de la Glznoula Tiroidea y de 108 A~

Bociogenos.

ilandula viroides secreta dos normonas 1mportan—
tiroxina y la triyoaotironina. gl tiroides esta
oY Uné serie ue foliculos cuyo constituyen.e
pal €s lLa tiroglobulina que contiene las hormonas

celulas del riroides pueuan pro=




auelr en oriaici o ;
Clr en conaicioues y cantidades normales las hormonas

tiroideas es

preciso un aporte de iodo de aproximadamente

por semana. Una vez absorbido el ioduro en el integs=

por el mismo mecanismo de transporte que el cloruro,

llege a las células tiroideas las cuales tienen capacidad

o
o

especifica para transportar activamente el ién ioduro a su

interior. Una posterior etapa esencial de este proceso de

4y

intesis de 1as hormonas tiroideas es la oxidacidn del
i4n ioduro a iodo, gque ec capaz de combinarse airectamente
con el aminodcido tirosina.
ista oxidaciérn ael iodo es promovida por la enzima
percxidasa. La unién del iodo con 1s molecula de tirosina
se denouina organificacién de la tiroglobulina. La tirosi-
na es primero lodurada a monoyodotirosina y aespues a diye
dotirosina. Bn seguida, en 1ac eélulas tiroideas, Se€ aco-
entre si los restos de yocotirosina y el resultado
4el acoplamiento es la tiroxina (Ty) cuanuo lo hacen dos
moleculas dae diyodotirosina y S€ obtiene triyoqotironind
(13) 51 los que se acopian s una molecula ae jionoyouoti-
rosina y und molecula ae diyodotirosina. Es decir:
' : 04 i ePriyodotironina (T )
honoyouOtlTOﬂlnﬁn+ﬂlyOdOtlrcmln& ¥y 3

1 ) P
Dl"ouof1rosina -fDiyodotir031na-ﬂ-T11oxlnu (Iy)
J‘ -




Una vez sj etizade
vez sintetizadas se almacenan aurante periodos

proiongetos de visumpo en los foliculos de las celules i

rolaeas junito con la hormona tiroglobulina.

Intestino | Sangre |Taroides

I-

L ' Peraoxidasa

l Captacidn

HO CHz-?H-COOH e I
NH,

Iodinasa
ORGANIFICACIUN ULy

La TIROSINA

L |
CHf—GH-CUOH

NH, Monoyodotirosina

CH, ~CH-COOH

NH, Diyocotirosina

i G an a sangre
(dando se liberan estas hormonas pasan a s ey

inas a ] . /Las hormg
son utransportadas por las proteinas plasmaticas Las hormg




Nas 1rolaeas ] 2 ?
nas tiroldeas tienen dos efectos importantes:

~gunenton el indice metabolico

total.
cestimulan el cerecimiento de los nihos.

En el presente 3 Ty - ) 3 als
1 el presente trabajo ya se ha definido el concepto
Ge bocio endemico y el ae sustancias bociogenas, siendoc 'ya

mMimeraoa o -~ s ‘ Rl ol y 3 \
enwineradas cnantas systancias bociogenas se conocen por la

piblio,rafia consultada. No obstante, numerosos tracajos a

nalizan las causas del bociv endemico, asi como, del meca-

nisme por el cual dctuan las susiancias boclogends. s
te misma linea de trabajo Rodriguez Poyo-Guerrero y col (1935)
indican como factor mds importante, aungue no el unico, la
seficiencia de iodc como causa del bocio encemico. Seflalan
tembién numerosos compuestos que por Su ingestidén producen
un efecto bociogeno segun diverso: mecanismos y que se eX-
ponen en la Tabla II.

4n relacidn con los fdrmacos antitiroideos sefialun
que el netimazol, carbimazol, propiltiouracilo, etc. 3i 8g
emplean & dosis elevadas en la gestante hipertiroiuea pue-
wen provocar phipotiroidismo © bocio en el recien nacido de
bido a aque atraviesan la barrera placentaria.

ueﬁalan también que mientiras el efeclo bOClOgeENY adel
SCN- en el tirolues puede Ser contrarrestado con ur mayor
gporte uetiouo (al ser un mecanismo ue competencia por el

; i 1000 .ciona, Sih embargo,
t“an5uorte) dicho aporte de io0do no soluclong, g
vy L




Bociogenos

Alimentos.
Piantas gen. Brassica.
{eol, coliflor, nabo,etc)

N P
haeces

Mandioca, linaza.

Aceites vegetales (soja)

liinerales.
Caleio, Litio, Fluor.
Cobalto.

Iouo (dosis elevadas)

Agus potable contaminaaa

por E. colil, etc.

ndrmacos antitiroideos.

[
b

{arbimazol, Metimazol, etc.

:rojlltiouracilo.

Mecanismo ce accidn

Inkibicidn captacidn.
Inhibicidén organificaciér.
Inhibicién captacidn.
Inhibicidén orgzanificacidn.
Inhibicién captacidn.
Aumentan eliiinacién fecal

de icdo.

Inhibicién captacidn.
Inhibicidn organificacion.
Inhibicién de la libera-

cién y sintesis hormonal.

Inhibicién orgznificacibn.

Innibicién acoplamiento.

Blojuea la transformaeidbn

periferica de T¢ & g =




1 casos de beclo debido a las oxazoliadintionas Y& que ac

f'!!i‘i’ - ¥ e ' e P T 4 A 1 r 3
tuan en la organificacidn del 1000, por lo tanto, et w0 ni

b ] id
Vel taralo de la sintesis hormonal.

Con referencia a la visién de conjunto que se na Le-

oho en ant G o | -4 . J oy & i . o Tog .
O en cuanto a la sintesis de las hormonas tiroideas, asi

como, & la inhibicién de estos procesos por los diversos a

geates bociogenos se debe citar el trabajo de Velden y col.
(1973) que han realizado ensayos con diverscs lotes ae ra=-
tas a los gque se adwinistra cassava con un contenico medio
ge 1,6 mg de ibén CN~ procedente de glucosidos ciznogenebi-
cos, y al otro lote de animales les dan entre 1l-2 mg de
SON- . BEstudian los efectos de estos icnes sobre el netabo-

del iodo en el tiroides y observan un efecto similar

la sintegis de rmonas tiroideas en los A0S CaAL0S,
auemas nay una reduccidn signiiicativa en el plasma del
complejo iodo-proteina transportaaore.

Asi mismo, comprueban gue sSi €N la dieta se propor-
cionan unos 10 Je de ioduro se corrigen la mayor parte de
1z alteraciones. En este mismo trabajc se hacen referen-
cie a las investigaciones de aiversos autores tales como

sosenthal y Lang, entre otros, los cuales indlcan que el

‘ b1 11 ] sti se convierte rapida-
CN“abserbldo a nivel gastr01ntedt1nal e ¢

e
anismo enzimatico en el cual inter

r

mente en SCN™ por un mec




viene una sulfotransferasa.

virion y col. (1980) han puesto de manifiesto *‘in vi
vy 11 = £ i . 4 4
tro" los efectos que ejerce la presencia de idn SCN” en la

sintesis de las hormonas tiroideas. Han comprobzdo gue la

lactoperoxidasa, enzima que oxidar.a el ioduro a iodo, tam

blen tiene capacidad para oxidar el SCN-, ¥ en consecuen-
cla se originaria una reaccién scvcundaria que impediria la
utilizacidn del ioduro plasmatico por la glandula tiroides,
Pero por otra parte, han comprobado que niveles ae 1 pli de
SON” estimulan la reactidn de acoplamiento en la sintecis
de pormonas tiroldeas.

£l efecto bocicgeno de la semilla de colza es denido
4 5u alto contenido en oxazolidinliona y otros tioglu.osi-
uos ha sido estudiado y puesto ce manifiesto claranente
vor Iwarsson y col. (1973) los cuales han adminisiraco a
un lote de ganado vacuno una dieta a base de semilla de col
za v comparan su efecto sobre la glandula tiroidea ccn o-
tro grupe de animales a los gue alimentan con semillia ae
so0ja. Llevan un control estricto ds las proteinas séricas,
el valor hematocrito, hierrc en suero, hemoglobina, etc{

leriencis {1timo realizan un estu-

qurante toda la experiencia y por Lo
sio histologico de la glandula tiroidea y llegan 8 ia cone

‘ ; a ma glandula dos ve-
~lusidn de que los animales presentan U g£lan ,
clus




Ces mayor gque el grupo control. Con este “recimiento pre-

tende compensar el tloqueo en la sintesis hormonel causadu

bt

or 1os tioglucosidows.

Cuando intentun relacionar esta experiencia con el a
porie en 10do en la dieta, incluyendo en la misna sal io-
data, obscrvan que el aporte de iodo a esog niveles no tig

ne capacidad para evitar la anormalidad de la glanaula.



B3 dBTIVOS

7y ol T, S ARG 3
En el trabajo experimental objeto de esta liemoria de

Licenciatura se pretende la puesta a punto de una técnica

eroinatograria en fase gaseosa con detector de captura de
snes que permita el analisis cuantitativo del idrn

SCN ™ proceder.te de muestras naturales.

na

Bste trabaje forma parte de un amplio Proyecto de In
vestigacidén con el que se pretende el estudio de los agen-
tes hociogenos procedentes de la dieta que puedan incidir
en el vocio rademico de la Alpujarra granadina.

La finalidad es disponer de una técnica analitica
yversatil para la determinacién del SCN™ contenido en ali-
mentos y que a continuacidén nos permita analizar dicho idén
enn 1iguidos biologicos (orina y suero) de individuos gue

vivan en zonas de bocio endemico.
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PARTE EXPERIMENTAL

II.1. INSTHUMENTAL

Pesadas

Las pesadas de los distintos productos se han reali

zado en balanza electrica, marca Mettler. tipo H-10 de

e . -4
sensibilidad 5.10

Espectrofotometria

Pura realizar las diferentes médidas se ha utiliza-
do un espectrofotémetro UV/V marca Perkin-iimer, modelo
551 §. Para las medidas se han utilizado cubetas de cuar-

zo de 1 cm de paso de luz,

centrifugacidn

Se ha utilizacace und centrifuga marca Heraeus, mode=

1o universal Junior IS.

Destilacién

4

Para la qestilacién se ha utilizaao un rotavapor




-Acetato sbdico F.A., lierck
-acetona P.A., Quinon

-acido acético P.A., lierck
=pencenc P.h., Merck
=Dimetilsulfato P.A., lerck
~Hidroxido sédico P.A., Probus
-"ostaza amwarilla, Ceylan
=9inigrina, Janssen

~Tipcianato de etilo P.A.,Merck
-Tiocianato de metilo P.A.. lerck

-Tiocianato potasico P.A., lerck

11.2.1. Disoluciones empleadas

pisolucidn de sinigrina 0,21 mil

8,94 mg de sinigrina se llevan a un volumern dae 100

agua aestilada.

ién de mirosinasa 0,135 mg/ml

Disoluc

ste ) 1 aguad
1,67 wg de mirost..asa Se complete hasta 10 ml con &g
, ik o is




Buchi, modelo R 110.

Cromctografia

Para el andlisis cromatogrdiico se ha utilizado wn
croratégrafo de gases Perkin-Elmer, modelo Sigma 35, con
une columna Porapak P y utilizando un detector de captura
electroner . Asi miswo, se utilizdé un integrador computa

dor Per'-in-Elmer, mod. > Sizma 15.

+erial accesorio

st

Se ha utilizado material de vidric habitual.

Para la desecacidn de las muestras se ha usado una

Hevaeus Hanau, tipo RI 360.

estufa




Wilnon
~aCido acético F.A., livrek
~Benceil Pedia, derck
~Dimetilsulfazo P.A., llerck
~Hid»oxaido sddico P.i., Probus
-i0ataza anarille, Ceylan

ina, Janssen

to dea etileo P.A.,lergi

1 ocianstc de metllo FehAey 0€ Yex

jonranato poteslic Fea., wEOUA

ylueicnes enpl=zaass

griva 0,21 mi

1 vl @ 1levan 4 un veluren ae 100

mirosinase O 105.@%{&&

e et 10 Ml con agud
e mirosinasa Se ccupleta hastz 10 mi con agu
e A e .. oo




destilada.

Ny malirmas Ay % , % y ; -5
Disclucidn patrdén de tiocianato de metilo 10 g/1.

O,1 mg de SGNCHg se llevan a 100 ml con benceno.

tiocianato de etilo 10‘35::;/1.

levan a 100 ml con benceno.

Disolucidn putrén de SCNCyEg utilizada como estandar interno.

2,5 mg de SCNCyHg se llevan a 50 ml con benceno. De esta di-

jgl ue e agregan g cada muestra como




Preparaci "al enyd ]
paracidn ¢el enzima tioglucosido glucchiarols

il

sa (Mirosinase, EC. 2.2.2.1.).

1l.-Obteucidén de mirosinasa.

En este trabajo se ha utilizado como agente para libe=

rar 2l i9n SONT de 1 o i ¢ ’
il ‘N e los glucosidos, contenidos en .08 veseta
les analizados, una enzima nidrolitica que se ha obtenido &

partir de mostaza amarillia en polvo (Sinapis alba), ¥ =e ha

s:ouiuo la téenica, ya citada en la revisién bibliogridfica,
4o Schwimmer (1961):

100 g de mostaza en polvo se trata 10 veces con 00 ml
4= scetona cada vez. 1 residuo desengrasido se deseca al va
0o hasta eliminacidn total qel disolvente. El polvo asi Jb-
tenico se lava dos Veces con 30C ml de agua, Se sepala el so
Lrenad.nte mediante centrifugacidén y esta Traccién acuosa Se
va fraccionando con acetona. Lz porcién precipitedi cuando
la rigqueza ae acetona esta comprendida entre el 30-70% se sQ

mete & tialisis en agua por un periodo ce 41 horas. E1 pro-

asi obtenido, esta constituido priuordialmente por Mi

auc L0,

rosinasa (EC. 3-g.¢.¢-) y se conservi mediante liofilizaciol.
i WD e s LA
&




2.-Valoracién de mirosinas:.

Para ello se ha seguido igualmente el método propuesto

por Schwimmer (1961). Se valora frente a un sustrato especi-
£1C0, sinigrina, que por accidn de la mirosinasa livera
cuantitativauente alil-isctiocianato. La sinigrina present:
un maximo de absorbancia a 227.5 nm, mientras que el predut-
t0 ue hidrolisis, alil-isotiocianato, no absorbe & la citaua
longitud de onda. Ea consecuencia, el decrecimien.o ue la ap
sorvancia a 227.95 nm se puede atribuir a la desaparicifn ae
l1a sinigrina.

31 proceso hidrolitico es:
,9=-glucosa
CH1=CHPCHQ—C_

MN-0505 K
SINIGRINA

Mirosinasa

N
CH1=CH~GH1—N=C:S + B¢ + glucesz

Alil~isotioc1anato

L golucidn de sinigrina
] irosine a disolucidn de sinilg
La adicién de pirosinasa & una

1 - A raAs
6 ocaciona una rapits

disminucidn de 1a absorbancia @




nm. &l proceso es practicamente linezl tal como se rue
aeaucir del cdlculo de la constunte de Lichaelis-Nenten.

Li técnica consiste en preparar aisoluciones con volue

wenes crecientes entre 0,50 y 1,5 ml a partir de una disolus=

c10n de sinigrina 0,21 mM. Se regula el pH con disolucidn re

suladora de acetico-acetato hasta un valor'de 6, e inmediata
mente se adiciona 1 ml de disolucidn de mirosinasa 0,185 mg/ml.

Se realiza la lectura de la absorbancia a 227.5 nm por

k1

un verfodo de tiempo comprendido entre 0-2 horas. Se comprug
ba una disminucidén constante y practicumente lineal de la ab
sorbancia inicial del sustrato.

Con los valores de absorbancia leidos se procede al
cdlculo de la velocicaa de catalisis a diferentes conce:ntra-

,
de sustrato. La ecuacién utilizaca para estos calcu-

Abs/min * V

Vel. de reaccién ( M/mi/min) =
E i BYY

'8
sienuo:
ia cubeta.
1a dicoiucién empleada.
cms

la cubetva




-

Lus velocidades de hidrolisis obtenidas fueron:

_[§]__ l—L@ V (M/ml/mi) N

0,0500 mM 20,00 mM 2,36 10 0,42

0,0807 mM 12,08 g0 bk 0,24

0,1016 mii 9,84 m 5,3510"° 5.t

La constante de Michaelis (Kg,) ¥y la velocidad mdxima se
puecen derivar de las velocidades de catalisis ya calculadas,
- parz ello se aplica la siguiente ecuacidén de Michaelis-
lienten:

T 1 LRl

'} Vmax.  Vimex. [S]

-1
obteniendose como valor de la Ke= 5,04:-10 M




II.3. DsTERMINACION DE SCN” POR

CROMATUGRAFIA EN FASE GASEOSa




T : A ey : 3
I1.3.1. Ensayos previos para la determinacidn de SCN™,

£l ién tiocianato es posible determinarlo por CGL
con detec.or de icnizacién de llama (FID) ¢ con detector
de captura de electrones (ECD), pero en toaos los casos es
preciso transformar la molecula inorganica en un oerivado
volatil a fin de que dé una respuesta adec;ada frente a
los cetectores citad.s.
Se kan realizado varios ensuyos para trunsformar el
SUN”. ASi mediante la& reacciln de oxidacidén citads
Hirosue y col. (1383) el idn tiocianato es oxidauo
oromo en medio &cido generancose BrCN.
Bajo las condiciones de trabajo siguientes:
~Columna: columna Porapak Q.
~Programzcién:
Temperatura blogue inyeccibén  2502C
Temperatura blogue detector 300¢C
Pemperatura horno 1609C
_Gas portador: nitrogeno con an flujo de 20 ml/minuto.
_Jolumen de inyeccidn: 1 rl
ce obtienen cromatogramas COmY el correspondiente @ la Fi-
gura 1.

ista técnica analitica no ha sido considerada de
5 )

s




gran interés debido a que es tediosa Y regulere el emplev
Ge reactivos tales como el Brp , cuyd manipulacién es com-
pleja.

Otra técnica aralitica ensayada ha sido la propuesta
por Funazo y cols. (1981) en cuyo caso se procede a la me-

tilucidn del SCH™ del siguiente modo:

A 1l ml ue aisolucidn 10® M de SCNK se adicionan 50 rl de

50y (CHz), ¥ se mantiene en baiio de agua a 659C durante 30
minutos. Una vez frio se adicicna 1 ml de benceno gue ex-
traera el SCWCHy , y de esta disolucién, se inyecta 1 M
en el cromatografo.

W]l cromatograma obtenido utilizando ECD corresponde
5 la Pigura 2.

fanto el BreN como el SCNCH5 dan respuesta con el
detector de ionizacidn de llama (FID) , pero la sensibili-
dad ae este detector pary los uerivados citados es menor
cue con el ECD. En consecuencia se procedera a estudiar
detenidamente la resccién de metilacidn del SCN™ ¥ su ?og

sortruiento cromatograiico con ECD.




YIGURA 1.~ Cromatogralnz del deriveado (BrCN) obtenido en 1lg

promacibn del idn SCN~”.




IT.3.2. Analisis Cualitativo

Para conocer el tiempo de retencidn corregido del

tiocianato ae metilo se prepard una disolucidn de concen-

: : 3 5 : o il
tracién 107 g/1 en benceno. En las condiciones indicadas:

=Colwuna: columna ae acero inoxidable de. 2 metros relle-
na de Porapak P 80/100.
~-Programacidn:
Temperatura bloque inyeccidén  2502C
Temperatura bloque detector 300¢e¢C
Temperatura horuno 145¢C
—Gas portador: nitrogeno con un flujo de 24 ml/minuto.
#lujo gas auxiliar detector de 40 ml/minuto.
-yolumen inyeccién: 1 pLe

ey e T2 e
jciones se obituvo el osromatograsa de la Figu

B estas cond

Sadd

e R




SCNCH .
5

- Cromatograma de disolucidn patrén de concentru=

cidn 102 g/1, de SUNCH; .




¥4 s e R : .
il.3.3. Analisis Cuantitativo

na

iy ¢ v :
1 cromatografia de gases existen diversos métodos
t.'L.‘..

ra efectuar un analisis cuantitativo:
~-Normalizacidén interna.
~Yuatrén interno.

-Patrdn externo.

Se ha elegido el métoao del patrdén interno ya que e-

limina la .nfluencia de fa *ores externos en el resultado,

cdends de ser mds exacto gue los otros ya citaaos.

IT7.3.3.1: M¥etodo del Patrén Internc

in el métoio del natrdém interno, se mezclan,en con-
centraciones conocidas, la sustancia problema con un com-

puesto no contenido en ella y eleglido de manera gue en 1ias
conidicliones de trabajo el pico correspondiente no se sola

pe con otro de la muestra.

El patrén interno debe, ademds, cumplir ias siguien-

tes condiciones:

; : . Lo
-no encontrarse en el problema que S€ desea analilzar.

e i e sk
—tener.ecimilivud con los componentes ael probleiia

: n it
P | + 1 - 1 e Ty T N ) 3 ~
sy concentr cidn cbe ser L0 mds aproxi.ate NOES1OLlE &
concert o Le

(=




couornentes de la muestira.

~glulr en un tiempo cercano al

al de

Jroblema.

En consecuencia, se ha elegido como patrén interns

el tiogianato

de etilo. Se comprobd la purezs analitica

para asegurar, soore todo, la no existencia

desarrollo metodologico del pa%trén interio
podemos ' ar dos apartados:

1-Calculo wel factor de ~espuc. . .&.

El calibrado es €l proceso en el que concentraciones
conccidas de los componentes de interés, se mezclan con
una cantiaad conocida de pairdn interno para oblener

nos peruitan calcular factores de respuesta del
con la sustancia de 1la mezcla problemc .
las condiciones cromatograficas ele,
analisis de una mez la del componente
, Cuyos pesos 80n regpeciivamente P
cromatograna en donde A{ €S gl drea corres
te al componente i ¥ Ae 1z del patrdén internc Q.

In esas determinadas condiclones pouemos ©

¢,ctor de respuesta f(i) de} componeite 2

dn 0 mediante 1a siguiente ecuaclons




16n del componente i.

ruinar la concentrucidn de un compoiiente i

a una canti-

correspontiente

, 1 . 2 ;
drea A; y el del patrén un

ondiciones experimentales

‘2 que:

B At

obtener la




HeECLA
s | ~y
3.0744
A by /]
&os DU
2.945]1

Ju3k7<

3.04057

&

Megela II

1.9807
2l Bds
2.0067
2.0764

2.0853

4.0844
4.2240
4.07 34
3.5124

4.0699

Mezcla

0.0737
Daay
Q.0949
0.1004

0.2031

3.1179
3.2128
2.8344
2.5689

2.9673

Hallando los valores medios de A ¥y A ¥ T

respresta

se obtiene

il
ke

elacionan-

la formula para el cdlculo

f(i) correspondien-

de metilo tal como se indice en la Tabla V.




cular

TABLA V

e

MEZCLA II

.30

25.10"

2.0827
4.0748
2

0.9977 0.5110

MEZCLA III

530
g5 a0

0.1316

Los valores de la Tc:zla V se han utilizado para cal-

1a ecuzcidn de la recta correspondiente a la grafica

ie ia Migura 4.




de la ecuacién de la recta para el

PIGURA 4 .- Representacidn

c4dlculo del factor ae respuesta del -CNCHgz.




Uith 5.- Cromatogramez pard el cdlculo del factor de

« ANTTTT -3 p
SCNCH, parw concentracidén de 10 g/1.

ae.l




Cromatograma para el cdleculo del factor e res=

n CLANTOLT = i B 4 | - -y /
pueste del aCans para concentracion de 510 &/1s




e

Cromatograma para el cdlculo del factor ue res-

g R : s
muesta del SCNCHg para concentracién de 10 g/l.
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11.3.5. Interferencia del reactivo metilante,

La reaccién de metilacidn se puede llevar a cabo en
PEro el excesc de reactivo metilante (dimetilsulfa--

to) produce sauturacidr del detector. Para evitar esta in-

terferencia se ha procedido a la elinminacidn del exceso de

rec.ctivo mediante la elevacidn de la temperatura durante
el proceso de metilacidén.
Los ensayos realizados obtenidos trisz la metilaciodn
SON~ originan cromatogramas (Figura 8 ) en lus gue se
crva el pico worrespondiente al exceso de SOQ(UH;& . Pa
ir esta interferencia se procede a la metilacidn de
107% g/1 de SCN™ las cuales se calientan en ba
a 65¢C durante 30 minutos. Bajo estus condicio-
es se manticne practicamente constante la concentracidn
de SCNCH3 mientras ¢l exceso de reactivo metilante dismi-

quye hasta niveles gue no ocauionan interferencia en el de

cectur (Figura 9 ).




FIGURA 8 .- Cromatograma obtenido tras la reaccidn de meii-
luacidén del SCN™ sin eliuinacidn del exceso de

e y PR i bY
agente metilante (S04(CH,), ).

e—
e :
s

. " sy iy sy ST S | O S

[ R

;————. B S o S T T e b T e ek

I(J E(l‘l - = ro dtlo rama . L »3 € ‘L&-Culol- AL
LU 514 ,Ld-

; "N~ man oliminacidén de! exceso
cién del SCN™ con eliminacl

metilante (SO, (CHg), ), por calor.




2omprovado que esta elevicid:

4k 4k i.C
Pl B S Y { ¥4 i 5 4

ne alteracion (pérdida o descomposicidn)
de metilo ni del tiocianato de etilo.

Para ello se orocedio a un estudio de 15

reacci
siguientes:
ml de una uisolucidn 1073 g/1 de SCNCHy a la
gan 50 ﬁl de estandar interno. Se calienta s

temperatura ae 659C durante 30 minutos a reflujo en ba

de agua. lranscurrido ese tiempo se inyecta l‘fl en el

tosraro de gases comprobandose que la concentracidn
concuerda con un ensayo realizado paralelamente sin hater-
efacto de la teiperature.

Los cromatogramas obtenidos en amnos casus

espondientes a la Figura 10.




SCNCt
{3

de una uisolucién patron de SUNCH 4

FIGURA 10- Cromatogramas

y SCNC.Hs de concentracién ldgg/l:

A)- Sin calentar.

20 minuios.

G
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ks 3ais nendinmiento de la reacceidn de metilacidn
et | ————

ad ow

27 6 18 ML S B - gk ¢ o - —'.'
Para calcular el rendiulento de lz reaceidn de meti-

lacion descrita en el capitvlo 11.3.1. se han preparado
disoluciones : € 3

“cuosas de SCNK de concentraciones 5 107

50 po]

&
b 1Uqﬁ/l referidas a ién tiocianato.
Une vez realizada ia metilacidn se extrae 1 ml de'la

disolucidn acuosa de SGNCHa ccn 1 ml de benceno. Se le afia

den SOjNi de estandar interno (SCNC,Hg) y se inyecta I ﬂi

-

en el cromatograio de gases en las condiciones expuestas

gl capitulo I1.3.2,
Con las Tablas VI y VII se muestran los resultados
obtenidos para cada una de las disoluciones ensayadas.lLos

cromatogramnas de las Figuras 1], 12 corresponden a los en-

sayos descritos antericruente.




TABLA VI
e, N

Disolucién 1045/1‘

9.4205
3.2091
37870
3.4206
3.4070
00147
. 3794

.2333

q.







4.4010

4.3597 4.4936

4.0159 443605




Cromato/srama para el cdlculo del rendimiento en

12 reaccién de metilacién para concentracidn e

e Lol
SCN- de 910 g/l.




II.4. DETERMINACION LE SCN™ EN

VEGETALES COKESTIBLES




II.4.1. Seleccidn de las muestras

(= Y

ara la realizacién del presente trabajo se escogie-—

ron una serie de hortalizas y verduras, que como sz deduce
de encucntas previas realizadas on zonas de bocio endemico
ae la provincia de Grenada algunas de ellas, forman parte
casl a diaric de la dieta de esta regidn (Augustin Cam-
pOS ¥y cok 1964).

Se han analizado 1os siguientes vegetales:

Fam. Compuestas

~Lactuca sativa (lechuga)

~Chieorium endivia, var. latifolia (acelga)

Fam. Cruciferas

-Brassica oleracea {(col)

—Syrasaica oleraces = >. botrytis (coliflor)

-Brassica oleraceaz, var. gemminilera Lcol de

‘wm. Cuecurbitaceas

~Cucumis sativus (pevino)

fam. Liliaceas

-Allium cepa (cebolia)

~Allium sativum (ajo)

~Apiwm graveolens (apio)

Paw. Quenopouiaceas




Spinacea oleracesn (espinaca)

Fal. oolansceas

-Lycopersicum esculentum (tomate)

‘am. Umbeliferas

-baucus carota (zanahoria)




B
|

11.4.4. Preparacién de 14 muestras.

lTodas las muestras analizadas proceden del mercado ¥
los analisis se han realizado una vez desecado el vesetal,
vara ello, una vez limpic y troceado, se pesa y se mantie~

ne en estutfa a 1002C hasta peso constante..

La muestra desecada se pulveriza y conserva en reci-

piente cerrado hermeticamente hasta su utilizacidén. De es-

te proceso se ha podido deducir el contenido en humedad de
todos los vegetales analizedos, lo que se recoge en la Ta-

ble VIII.




TABLA VIII

Muestra % Humedad

Allium cepa 2,¢
(cebolla)

Allium sativum
(ajo)

Apium graveolens
(apio)

oleracea

sica cleracea, 7ar. hotrytis
coliflor)
oinrecea., ver. gemminifera
de Bruselas)
Cucumis sativus

(pepino)

carota

( Zunzhoria)




Lactuca sativa

(lechuga)

Lycopersicum esculentum
(tomate)
Spinacea oleracea

(espinaca)




I1.4.3. Bxtraccidn del idn SCN-.

bn el presente trabajo se han seguido dos métodos a

liberar el ién SCN™ de las moleculas de tioglucosi-
n trabajos anteriormente realizados por nwierosos au-

hemos comprobado la posibilidad de -liberar el idén

sin n: ‘esidau de gue actue una ~nzima hidrolitica pro

pia del tejico vegetal y ariadida expresamente vara este
fin. kEn esta linea de investigacidén cabe citar un trabajo
realizado por Hirosue y col. (1983) y que nos ha servido
de bwse para realizar algunos capitulos de esta Memoria ce
Licenciatura.

De otra parte, es mucho mds frecuente la utilizacidn
de la enzima tioglucosido glucohidrolasa aislada, tal como
citemos er. el capitulo II.Z2.2. . con 8l fin de iibers? el

ién SCN- de los glucosidos para su posterior valoracién

por cualquiera de 1los métodos analf{ticosz ya discutidos en

Segin lo comentado hemos realizado un trabajo parale
1o con todos 1los vegetales en estudio, de moao que, antes

de la determinacidén por cromatografia en fase gaseosa y ae

i O > (! V“' -
teotor descaptura electrones , NRMOS liberaao el SCN~ tan
Tecll 2.1 E

Ld: isis imice o mediante hidroll
to mediante una pidrolisis quimica, como X ’




518 er

1zimatica. La tecnica seguida en ¢

ada uno de los ca-

S€e desScribe detenidamente en los siguientes capitulos




T { (Al 3 ~ -
I1.4.4. Extraccién de SCN™ mediante hicro:

Lerolisis quimica.

Se ha seguido la técnicz hidrolitica provuesta por
coel. (1983), en cuyo caso, se purte de 2 & de
't seca que se dispone en tubos de centrifuga donde

se afladen 10 ml de

% )t

agua destilada, se agita durante 5 minu

se ceja estar a temperatura ambisnte 30 minutos.

ese tiempo se centriiuga a 3000 rpm durante

5 minutos, se recoge el sobrenadante que se filtra y se re

rvie. Bl residuo se vuelve & suspender con 5 ml de agua

en las condiciones ya citadaé.
e
al extracto anterior. Se completa hasta un volumen

constante de 10 wml en matraz aforado, con azsua destilada.

Hay que hacer algunos comentarios segin la muesira
analizada, ya jue, debido al bajo conteniao en SCN~ de al=-
gunas muestras se ha preferido, en todos los casos, llevar
el extracto acuosc & un volumen final de 10 mi, en VeZ de

v c0l.(1983).

v

s los 20 ml que aconseja Hirosue

Ye otra parte, 108 analisis del Allium cepa (cebolla)
e Sl e

1lantean algunos problemas en 1la manipulacion aeblau al al

] ; vegetal lente-
to contenido en mucilagos qe este vegetal, lo que enlen




de filtracidn.

i} ey ok . 1 e r g i P s ! . -
Rl aneiigis de la oplnacea oleracea \espinaca), al

veligl Uurl e

2
-

levado contenido en oxalato, dificulta también

la Tiltraecidn,

v N =L . Al £ . . - i .
o€ ha realizado un estudio previo al cstablecimiento

la téenic:

hidrolitica definitiva para determinar el Tiem

de hidrclisis mrds adecuado a fin de obtener el méximo
rendimiento en la obtencién de SCN~ libre. Se toman en to-

105 lous casos ¢ g de muestra ( Brassica oleracea y Chicorium

endivia, var. latirfolia) y se sometera a disuvintos tiemnpos de

nidroiisis comprendidos entre 5 y 60 minutos. Las ppm de

tiocianato obtenidacs tras el analisis por cromatografia en

fase gaceosa, segun el proceso de metilacidén descrito en
capitulo II.3.1. , permite deducir que el tiempo optino
nidrolisis es de 30 minutos, tal éomb se observa de los

-

. sultados indicados en la Tabla IX.




TABLA IX

Tiempo hidrolisis

(min.)




e ¢ P T A : N
11.4.5. Determinacidén de ién BON™ noy oromeatsmre
por cromatog

el l

a gas-

liguido . (CGL).

v0mo ya se ha indicado en el capitulo II.3.1. co-

rresnondle B & s =1 S1rY M e % - | 3
rresponalente a ensayos previos, el SUN™ se puede determi-

una

nar mediante la obtencidn de SC'CH, que da

decuada en el detector de captura fin
una vez aislado el ién SCN™ de los tloglucosidos proce—

de a la metilacidn de este idn.

La tecnicw seguida parte de 1 ml de la disolucién ob

el

tenide tras el proceso hidrolitico. A este volumen dispues
tubo de ensayo se le agregan 50}¢1 de 50,(CHy), ¥
1leva a refliujo en bafio de agua a temperatura regulada
a 659C, durante 30 minutos. a4 continuacidén se agrega 1 ril
benceno, se agita y a la fase organica, que contenuré
SCNCH; , se agregan Siji de SONCyH, (estandar intermo).
lucién se inyecta 1}pl en el cromatograioc de
»oes bajo las condiciones ya resefiadas ¢ el capitulo
El coatenico medio de SCN” calculado a partlr de wres
ersayos concordantes tras el andlisis de las hortalizas J
verduras c¢itadas anteriormente sSe recogen en la Tabrla X.

Los cromatogramas correspondientes & 108 e i

A

~ritos corresponden a las riguras 13 2 €4+




TABLA X




SIGURA 13.- Cromatograma correspondiente a la determinacidn

jel ién SCON- por hidrolisis quimica de Allium

' cepa (cebolla) .
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5 SCNCH

— SCNC
2f's
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»IGURA 14.- Cromatograma corre

.spondiente a la determinacién
del ién SCNT por nidrolisis qufmica ae allium

gsativum (ajo).
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rIGURA 15.- Cromatograma correspondiente a la determinacidn

de Apium

del ién SCN-por hidrolisis quimica

graveolens (apio) .
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HCNC _H
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PIGURA 16.- Cromatograma correspondiente a la determinacién

Brassica

i4n SCN-por hidrolisis quimica de

del

oleracea (col)-




— 1 SCNCH

3

correspondiente a la determinacidn

PIGUR. 17.- Cromatograma

jel ién SCN-por hidrclisis quimica de Brassica

oleracea, var. hwotrytis (coiriflor).




| SCNCH
3

i
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SIGURA 18.- Cromatograma correspondiente a ig det

srminacidn

el ibn SCN"por hidrolisis quimica de rassics

oleracea, var. gemminifera (col de Bruselas)
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19.- Cromatograma correspondiente a

PIGURA 1a determinacidn

del idn SCN”per hidrolisis quimica de Cucwsis

s bivus (pepino) .




— SCNC,H

?IGURA 20.- Cromatograna correspondiente a la determinacién

guim’.ca de g;icorium

el iéu SCNTpor nidrolisis

d
o~y

endivia, var. latifolia (acelsa




BGN
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21.- Cromatograma correspondiente a la determinagién

del ién SCN™por pnidrolisis guimica de Daucus

corota (zanahoria)




cterminacién

FIGURA 2Z2.- Cromatograma correspondiente a 1°

del ién SCNT=por nidrolisis quimica de Lactuca

sativa (lechuga) »




PIGURA 23.- Cromatograma correspondiente a la determinac? én

del ién SCNT por nidrolisis quimica de Licopersi-

cum esculentum (tomate).
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FIGURA 24.- Cromatograma correspondiente a la determinacidn

del ién SCN™ por nidrolisis quimica de Spinacea

oleracea (espinaca).




1.4.6. Extraccién del idn SCN mediante hidrolisis enzima-

tica.

hste

proceso hidrolitico que es el recomendado »or

18 mayoria de los investigadores, se basa en la accidn se-

lectiva de la tioglucosido glucohidrolasa (EC. 3. 2.2.1.) so
cre los tioglucosidos de los vegetales objeto de analisis.

Se parte, en los ensayos realizados, de 1 g ds mues-
tra seca a la que se afiaden 10 ml de disolucidn de acetato
sodico 0.1 M y 0.5 ml de disolucidn de mirosinasa al 1 %.
Se agita y se deja a temperatura ambiente durantie 15 minu-
tos. A continuacién se adicionan 1.2 ml de disolucidn de
NaQH 1 N y se agita 5 minutos. Una vez filtradov se enrasa
en matraz aforado hasta 10ml con agua destilada. De esta
disolucidn, en la que debe existir tiocianato libre, se to
mz 1 ml que se somete a metilacidén para realigzar, con pos-
terioridad, el andlisis cromatogréfico.

&1 proceso de metilacidn seguido con estas muestras
es en todos los casos igual .1 descrito en el capitulo an-
terior (TI.4.5.), pero debido al mayor rendimiento que Se

. - : 5
obtiene 2l analizar muestras muy ricas en S0 , &0.0 8on

I I 551 - . zemmin.fera)
1zs coles de Bruselas (Brassica oleracea var. ge ;

i f 255l aleracea var.
col (prassica oleracea), y coliflor (Brassica
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SCN” en muestra seca

00,7843

oleracez,

+e Bruselas

endivia, var. latifolia
Laceiga)
Daucus carota

(zanahoria)

ezculentum

dzinaCua plzracea

(espinace )
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FIGURA 25.- Cromatograma correspondiente a la determinacidn

=)

del ién SCN por hidrolisis enzimatica de Allium

cepa (cebolla).




IGURA 26.- Cromatograma correspondiente a 1e determinacidn

F

del ién SCN~pcr hicrolisis enzimatica de Allium

gativum (ajo)




27.- Cromatograma correspondiente a la deterninacidn

jel ién SCN™por hidrolisis enzimatica ae

graveolens (apio)




FIGURA 28.- Cromatograma corresiondiente a la determinacién

e

del idn SCN~por hidrolisis enziuatica de Brassica

oleraces (col)




PIGURA 29.- Cromatograma correspondiente a la determinacidn

"

gel ién SCN™por hidrolisis enzimatica ae Brassica

oleracea, Var. botrytis (coliflor)
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FIGURA 30.- Cromatograna correspondiente a la determinacidén

del ién SCN™por hidrolisis enzimatica de Brassica

oleracea, var. gemminifera (col de Bruselas)




FIGURA 31.- Cromatograma correspondiente a la determinacidn

del ién SCN™por hidrolisis enzimatica de Cucuils

sativus (pepinc).




Cromatograma correspondiente a la determinacidn

del iéa SCNTpor hidrolisis enzisatica de Chicorium

endivia, var. latifolia (acelga)




BGN

33.- Cromatograma correspondiente a la determingsidn

4el ién SCN~por hidrolisis enzimatina de Daucus
X IouS

carota (zanahoriz)




SCNCH
3

34 ,- Cromatograna correspondiente = 1a determinacidn

jel ién SCN~por hidrolisis enzimetica de Lactuca

sativa (lechuga)




SCN
Colls

Cromatograma correspenaiente a la determinacidn

del ién SCN™por hidrolisis enzimatica de Licoper-

sicum esculentun (tomate).




S SCN5235

FIGURA 36.- Cromatograma correspondicnte ¢ la det. inacién

gel ién SCN™por hidrolisis enziratica Ge Spinacea

oleracea (espinaca).
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de la concentracidn de id:-

Huestras vagetales analizadas, =e

dtenico segtn )

la férmula deserita en el capitulo

P: representa la concentracidn en mg de 39N” gue Be en-

en 1 ml d3 la muestra. Multiplicamos per A0 pEre Bx-

e:t el volumen total de filtrado. Para ezpresar la cen

los gramoc de pa

P{ « 10+ 1000
M




I1.4.8. Ensayos de la mirosirasa {BC.3.2.2.1.) vor cromato-

gralila gas-liquido.

Yara comprobar el posible increento en la concentra

e gLt _
clon de tiocianato en aguellos casos en los que se realiza
S b s Bl Lt s :

una nNidarolisls enzimatica, se ha realizaco un estuuio so=
bre la mirosinasa y se ha analizado por cromatosr.fia gus-

liquido, de

igual modo, gque se han realizado los ensayos
con los tioglucosidos.
La técnica seguida consiste en tomar 0.10 ml de una
mirosinass que Se disponen en un tubo
de ensayo a 1o0s que se anaden 1 ml de agua destilada en
vez uel gra.o ae polvo correspondiente al vegetali objetc

P

i undlisis. Se adicionan 30 ul de S0,(CH,), , y se calien
reluJo en bario de agua a 652¢ durante 30 minutos. Se

1 ml de benceno, de 1a

se analizu por cromatog

smas obtenidos tres cinco ensayos con-

. En ningin ca




H

e SONC

& 3

37 .~ Cromatograma correspondiente al ensayo de la

C ::‘.2‘2.1!)1

zima mirosinasé (E




IIf. DISCUSION DE LOS RESULTADOS




rn

han realizado ensayos a fin de comprobar que reaccidn

p o - AR Y « — 1 :
quimica es mév adecuada vara la transtformacidn del i6n

el un derivaao volatil que permita su aeterminacidn por

cromatograiia en fase gaseosa y detector de cavtura de elec

trones . tn comsecuencia, se ha transformado en BrCh,‘o
blen, en SC&CH3 y los cromatogrumas obtenidos uconsejan

utilizar en este travajo el SCNCHy puesto que la reac-

cidn quimica, en la que se basaz este procedimiento, es

méds sencilla y da resultados mds sensibles que el BrCi.

Las condiciones més adecuacas para el andlisis cuelitati
vo del SCNCHgy se recoger ::m el capitulo I1.3.2. Yy se
hLan seguido en todo el trabajo experimental realizaco.
Se estudian diversos patrones internos para proceuer el
andlisis cuantitativo del ién problema y, tras el ensayo

~e diversos derivados orgdricos como es el caso del

o_promopropanc, se ha terminado selecclonanao el SCNC,lg

gseleccionada la recceidn de metilacidi CONO Jeg s
ha sido preciso un estudio mds cowpleto del
“roceglimnliento a fin de evitar las interferencias que
| PR, A i r

: o metilante SO.(CHg), - Los
nlanteas el exceso de reactivo metilante qu( 32




SHSRAYOS recogidos en los capitulos IT.31.5. v IT.1.8

nog
vermiten pomer de manifiesto que una temperatura de 652C

R Tl e T 5 & Sl 2 o
aurante el proceso de metilacidn favorece la eliminacidn
- s i A

uel exceso de 504(CHy), .

Se ha evaluado el rendimiento de la reaccién de metilae-

cién en las condiciones antes citadas de temperatura y

tiempo y el rendimienio medio es del orden de 88.56 y

88.29 %.

Una vez puesto & punto el método analitico a seguir para
la dzterminacién de SCN™ en disoluciones puras se ha pro
cedido a realizar unos ensayos en muestras naturales. La
seleccidn de las muestras se ha reazlizadc en base a lo:
vegetales ricos en el idén objeto de estudio y de conswuo
frecuente en zonas de bocio endemico. Las mues.ras se:
decseccdo en todos los casos antes de proceaer & su
contenido medio en agua de estos vegetaies

63,7 ¥ 95,4 5.

: o R e q
El idn SCN~ se puede liberar de los glucosigos de 108

que forme parte, segin los azutores ccnsultados, tanto

s 8

; ] Amat oo 5 2baio
sor hidrolisis guimica como enzimatica. En este trabaj]




se han comparado los dos procedimientos nidroliticos, ¥

oy

5¢ realiza la _eterwinacidn de SCN- por cromatografia

iy “‘...4. " i . J - J b
pas-1ligquido y detector de Capltura electrones . Se obger-

va en todos los casos mayor rendimiento en la extraccidn
cuando se utiliza tioglucosido glucohidrolasa (EC 2% 3%
2.1.), lo que induce a peasar la accibn selectiva de es-

ta enzims sobre los tioglucosidos.

La extraccidn y valoracidn de la tioglucosido glucohiaro
lasa (mirosinasa) se ha realizado segun el método de
Schwimmer (1961) a partir de polvo de mostaza amarilla
(Sinapis alba). Se valora la enzima, por un método espec
trofotométrico con una E.= 5.04'10-2 M, y esto na
permitido en este trabajo utilizarlo como reactivo, ya

oue una vez extraida, se conservé mediante liofilizacién.

knsavos en blanco realizados con la enzima tioglucesido
glucohidrolasa (mirosinasa), en los que Se sustituyen

las muestras problema-por agua destilada, han demostira-

: : i ame sorta SCNT al medio.
do que la enzima, por si nisma, no aporta S0

] T sume II, se obser
Por dltimo, a la vista de la mabla resumen XII, -

Ve qu‘. do pp U.“ 614 SJIJ Ieu"rlteu 11 led 0

/




Cilan entre 0.4692 y 97.7351 ppm en el caso de nidro-

1isls enzimatica y entre 0,1811 y 41.1221 ppm en el

¢aso de hiarclisis quimica.




IV. CONCLUSIONES




s1 SCNCHz es el derivado mds adecuado para el andli-

sis del ién SCN” por cromatografia ges-liquido con de-
tector de captura electronica ¥y como patrén interno se

propone el SCNC,Hg .

La reaccién de metilacidn del ién SCN™ con SO0y (CHg),

depe realizarse a reflujo y a una temperatura de 652C
para evitarse de este modo cualguier tipo de interfe-
rencia. Bajo estas condicionss el rencimlento de la

reaccidn es del orden del 88.40 %.

Lel andlisis realizado en vegetales de amplio consuud
en zonas de bocio endemico, Se pone de manifiesto el
alto contenido en i6n SCN™ tanto en Cruciferas como
otras familias vegetales (Umbeliferas, Solanaceas, Li-

b}
1iaceas, Quenopodiaceas, Cucurbitaceas y Compuestas).

i - o - O el N Olitica
Trac estudios comparativos de la reaccidn hiar

sra liberar el ifn SON™ de los tioglucosidas, ©e SOR-
UDala . ~

. 44 1a hidrolisis enzimatica ya que
idera mds convenienie la hldroilsis v

i = e e ok A (4
rendimiento de la reaccidn es superior en un 331 e




J«= LOS ensayos

en blance realizados con la enzima tioglucosi

40 glucohidrolasa (mirosinasa) demuestran d*ie no interiie

B
- o

nocn los resultados obtenidos ya que no libera SCH® al

mealo.

Los niveles de SCN~ determinados en v-get.les sometiuos o
hidrollisis quimica oscilap entre 0,1811-41,122]1 pp:m mien-
tras estos mismos vegetales analizados tras una hidrolisis

enzimatica permiten calcular niveles de SCN”™ que oscilan

entre 0,4692-97,7351 ppm.
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