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  Resumen                                . 

   Los tintes pandémicos que en la actualidad ha alcanzado la diabetes tipo 2 distan mucho de los 

números que tenía hace apenas 30 años; en México, especialmente en Guanajuato (es el estado 

que lidera el número de muertes relacionadas con diabetes a nivel nacional [1, 2]) ha sido un 

cambio tan súbito que en algunos casos  ha desbancado en enfermedades tradicionalmente 

relacionadas con la dieta, como la hipertensión (ahora tan a menudo asociada con diabetes) o la 

desnutrición. Este vertiginoso cambio apunta sin duda a la existencia de un ambiente 

diabetogénico más acorde con una distopia orwelliana[3] (“1984”, George Orwell) que con una 

azarosa epidemia natural.  Me explico: al contrario de lo que sucede con muchas enfermedades de 

corte epidémico (cólera, malaria, peste bubónica, etc.) la génesis de la diabetes es multifactorial. 

En efecto, hasta ahora se considera a la diabetes como una enfermedad compleja en la que 

inciden factores genéticos y ambientales para llevar al  deterioro  en la secreción de la insulina de 

las células β del páncreas[4]. Con relación a los factores ambientales mucho se ha dicho que han 

contribuido a su desarrollo los, desde mi humilde  perspectiva, mal llamados hábitos sedentarios 

(considero mucho más adecuado el término hábitos abúlicos) y por supuesto, la evolución de la 

dieta hacia productos alimenticios industrializados y cada vez más procesados.    

Este último es uno de los principales enfoques de este trabajo. Creo necesario recalcar que todavía 

hace algunos años (quizá aún en el presente) se consideraba a la diabetes como una enfermedad 

de ricos, pero ahora, hago una pregunta retórica ¿cuál es el grupo socioeconómico más afectado? 

Se achaca en gran parte a un factor genético la prevalencia de diabetes especialmente en 

afroamericanos y latinos, el cual sin duda lo hay, pero no creo que sea suficiente para explicar por 

si solo los avasallantes números de esta pandemia entre estos dos grupos poblacionales.  Supongo 

que en parte por no ser políticamente correcto, no se señalan las obvias diferencias 

socioeconómicas entre diferentes estratos raciales, pero es claro que el factor socioeconómico 

juega un papel primordial en esta pandemia del nuevo siglo.  Para seguir con esta puntualización 

del contexto socioeconómico de mi trabajo, baste decir que México es el principal consumidor de 

bebidas edulcoradas a nivel mundial (seguido muy de cerca por Estados Unidos)[5-7] y, como 

coincidencia, en la mayor parte de los municipios del país es mucho más fácil (y barato) tener 

acceso a bebidas edulcoradas que a agua potable, lo cual es al mismo tiempo  increíble  e 

indignante. ¿Cómo se ha llegado a esto?  Entre otras cosas por la falta de un sistema de 

potabilización adecuado y el embate perenne de los cabilderos de las industrias refresqueras y 

alimenticias (Pepsico y Coca Cola son el mejor ejemplo de ambas, sin olvidar por supuesto al  

grupo Bimbo).   En ese mismo tenor, la industria alimenticia cada vez procesa más los alimentos y 

en su afán de lucro confunde al consumidor, haciendo que este último olvide la diferencia entre 

mucho y bueno, de forma tal que los alimentos son cada vez más salados, más dulces, más 

grasosos y, en una relación claramente inversa, menos saludables.    

Habiendo dejado en claro la preponderancia del factor socioeconómico al contribuir de manera 

decisiva en la creación de un ambiente diabetogénico, me abocó ahora a hablar de los aspectos 

analíticos que intenté abarcar en este trabajo. El enfoque específico de mi tesis ha sido realizar un 
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estudio analítico de algunos potenciales factores de riesgo en diabetes en el estado de 

Guanajuato. La idea original fue la de caracterizar cuantitativamente los contaminantes de agua 

potable y de alimentos en dicha entidad para evaluar su posible relación con la incidencia de la 

diabetes mellitus tipo 2, habiéndose tomado en cuenta también, los compuestos naturalmente 

presentes en alimentos, mismos que se conocen como factores de riesgo potenciales (como los 

productos de glicación avanzada, AGEs por sus siglas en inglés).  Para complementar la 

información, se llevaron a cabo análisis de fluidos biológicos de pacientes diabéticos  demostrando 

así la utilidad de los procedimientos desarrollados/adoptados en el  diagnóstico, seguimiento  y 

pronóstico de la diabetes mellitus tipo 2. 

En el capítulo IV.1  se propuso analizar estadísticamente la incidencia geográfica de la diabetes en 

el estado de Guanajuato, para ello se analizaron los resultados de un análisis previo[8],  sobre las 

concentraciones de algunos metales y metaloides en pozos de agua potable de los municipios del 

estado. El enfoque estadístico de dicho análisis consideró los datos de la incidencia de diabetes en 

esos municipios durante dos años. Y si bien dos años es poco tiempo para tener resultados 

contundentes, los resultados que arrojo nuestro análisis concuerdan con estudios similares 

reportados en diversas partes del mundo. Específicamente, parece haber una relación entre la 

exposición a arsénico y la incidencia de diabetes en varios municipios[9-11]. 

Diversos estudios señalan que la homeostasis corporal es alterada durante la diabetes[12-15]. 

Asimismo se conoce que en condiciones fisiológicas ocurren ciertas interacciones entre especies 

de molibdeno y cobre. En particular, un estudio reciente llevado a cabo en pacientes diabéticos 

encontró concentraciones elevadas  de molibdeno  y cobre en pacientes con diabetes avanzada y 

la eliminación de cobre en orina se correlacionó directamente con los biomarcadores de las 

complicaciones típicas de esta enfermedad.[16] Aunado a ello, hubo un aumento estadísticamente 

significativo de la relación Cu/Mo en orina con el progreso de la nefropatía, lo cual sugiere que el 

antagonismo entre molibdeno y cobre pudiera estar relacionado con el desarrollo de los 

principales complicaciones diabéticas. Todo esto nos llevó a preguntarnos, ¿hay alguna fuente 

dietética de molibdeno que pudiera ser de importancia particular para los mexicanos y 

guanajuatenses? En búsqueda de posibles respuestas, nos enfocamos en las leguminosas como 

componentes  importantes en la dieta de muchas culturas y especialmente, en el frijol que es una 

piedra angular de la pirámide nutricional  de los mexicanos.  Los pacientes diabéticos muchas 

veces  deben ajustarse a una estricta dieta que restringe alimentos con alto índice glucémico así 

como platillos muy grasosos (tan típicos de la comida rápida y de varios guisos mexicanos), 

dejando el campo abierto para vegetales sanos, pero poco calóricos, lo que dificulta la adhesión 

dietaría de los pacientes.  Los pacientes en muchos casos  recurren a la ingesta de frijol  por las 

semejanzas en  el contenido proteico con los alimentos de origen animal y, dado que su ingesta 

deja una mayor sensación de saciedad.  Las leguminosas son los alimentos con mayores 

concentraciones de molibdeno,  por todo ello, en el capítulo IV.2 nos pareció interesante evaluar 

diferentes tipos de frijol como una fuente dietaría tanto de este elemento como de cobre, ya que  

ambos elementos suelen tener una relación antagónica[17-19]. 
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En el capítulo IV.3 se aborda la necesidad de crear métodos analíticos fiables para evaluar los 

niveles fisiológicos de biomarcadores que sean de utilidad para diagnosticar y evaluar el 

pronóstico de la diabetes, en este caso se realiza la determinación de un AGE que ha sido 

relacionado en diversos estudios con el progreso y severidad de las complicaciones diabéticas: la 

pentosidina[20].  En este caso en particular, se evalúa la concentración de pentosidina en orina de 

pacientes diabéticos con nefropatía, con y sin tratamiento con Telmisartan. El diseño del estudio 

clínico y las muestras de orina provenían de un estudio realizado en el Departamento de Ciencias 

Médicas, DCS, Campus León (Dra. Ma. Eugenia Garay Sevilla, Dr. Carlos Kornhauser Araujo) pero el 

análisis de pentosidina en estas muestras fue importante en el contexto del presente trabajo; en 

concreto, los resultados obtenidos demostraron que la sensibilidad del procedimiento analítico 

propuesto permite detectar diferencias entre niveles de pentosidina entre diferentes grupos de 

pacientes en un estudio clínico.   

En el capítulo IV.4 y siguiendo con esta búsqueda de métodos analíticos simples y confiables que 

nos permitan la evaluación y discriminación de pacientes sanos y diabéticos, o pacientes 

diabéticos que por sus complicaciones se encuentren  en diferentes estados clínicos, se propone 

un nuevo método para la determinación de diversos α-cetoaldehidos en orina, una muestra no 

invasiva y de fácil recolección. Esta determinación se propone como una nueva herramienta que 

coadyuve en el diagnóstico, seguimiento y pronóstico de la diabetes. Además, este método parece 

ser lo suficientemente sensible para evaluar el progreso de la diabetes y la adhesión dietaría de los 

pacientes y/o su exposición a fuentes exógenas de los analitos en cuestión.  

Dado que tanto los AGEs exógenos como endógenos parecen jugar un papel importante en el 

desarrollo y progreso de la enfermedad, en el capítulo IV.5  se evalúa la concentración de α-

cetoaldehidos en jarabes de agave, un producto que se comercializa como un edulcorante 

alternativo para diabéticos. Pero, ¿es una alternativa segura como edulcorante alternativo? Con 

relación a  lo que parece un campo promisorio para futuras investigaciones, este estudio sugiere 

que el jarabe de agave podría ser utilizado como un ungüento bactericida, lo cual abre la 

prospectiva para el trabajo futuro enfocado en su posible uso como alternativa a los 

antibióticos[21-23].    

Finalmente,  en el análisis estadístico realizado en el capítulo IV.I se encontraron concentraciones 

relativamente altas de plomo en aguas de pozo de varias localidades, este elemento además de 

presentar una alta toxicidad, ha sido asociado con diabetes. En este contexto, se decidió incluir en 

el anexo 1 un estudio de remoción de plomo en agua, mediante la fabricación y modificación de 

películas de un biopolímero natural que se extrae de las algas, llamado alginato. Este trabajo se 

realizó durante una estancia de tres meses  en la universidad de Nagaoka, Japón.  

Sin más,  deseo que este trabajo sea al menos tan útil como para mí lo fueron varios trabajos 

previos citados en este documento y, espero haber podido avanzar en el desarrollo de 

procedimientos analíticos y en su aplicación para un mejor entendimiento de los mecanismos que 

llevan al desarrollo y progreso de la diabetes. 
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Capítulo I. 

 

 I.1. Introducción 

La diabetes mellitus es una enfermedad crónico-degenerativa. Se presenta cuando el 

organismo no produce suficiente insulina o esta no actúa debidamente, provocando deficiencias 

en el proceso de asimilación de la glucosa, aumentando su concentración en el torrente sanguíneo 

lo que conduce con el tiempo al desarrollo paulatino de complicaciones en todo el organismo.  

Existen numerosas clasificaciones de la diabetes, siendo la más aceptada la formulada por el 

Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus: Diabetes Mellitus es un 

grupo de enfermedades metabólicas caracterizadas por una hiperglucemia resultante de una 

defectuosa secreción o acción de la insulina, o ambas, que la divide en dos tipos principales sin 

considerar la edad de inicio: diabetes mellitus tipo 1 (DM 1) y diabetes mellitus tipo 2 (DM 2)[24]. 

La diabetes DM 1 es caracterizada por una destrucción auto inmune de células pancreáticas tipo 

beta que típicamente llevan a un déficit absoluto de insulina. Ocurre principalmente  en niños o 

adultos jóvenes, pero puede presentarse a cualquier edad. Este tipo representa entre el  5 y 10%  

de personas enfermas. La DM 2 se caracteriza  por una resistencia insulínica, acompañada por un 

déficit relativo de insulina y representa  el 90-95% de los casos de diabetes mellitus. En México, la 

diabetes  afecta al 8 % de la población y ha sido reportada como la cuarta más importante causa 

de mortalidad en nuestro país, así como la primera causa de los estados terminales de 

insuficiencia renal, ceguera adquirida y de las amputaciones no relacionadas con accidentes. Se 

estima que la diabetes afecta más de 150 millones de personas en el mundo y se espera que en el 

año 2025 este número será duplicado. En el periodo 2005 – 2007, la prevalencia a diabetes se 

incrementó 13.5 % además  hay datos que sugieren que el  24 % de todos pacientes diabéticos no 

han sido aún diagnosticados [25, 26].  

Durante el desarrollo de la enfermedad, el exceso de glucosa en el organismo provoca una 

serie de cambios patológicos los cuales son responsables de las principales complicaciones en 

diabetes: 

-  Enfermedades cardiovasculares [27-30];  

- Nefropatía [31-36]; 

-  Retinopatía [35, 37, 38]; 

-  Neuropatía [39, 40]; 

Los mecanismos responsables por las complicaciones en diabetes no se conocen con 

exactitud; sin embargo, existe un consenso acerca de la importante contribución de las siguientes 

vías [35, 41-44]: 
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- Acelerada glicosilación no enzimática (glicación) con depósitos de productos finales de 

estos procesos (AGEs); 

- Aumento de estrés oxidativo; 

- Activación de isoformas de proteína cinasa C; 

- Activación de la vía de la aldosa reductasa. 

 

Se han definido los siguientes factores de  riesgo en diabetes: edad mayor de 45 años, 

obesidad, antecedentes familiares de la enfermedad, bajos niveles séricos de HDL, altos niveles de 

triglicéridos, alta presión sanguínea, intolerancia a glucosa, síndrome metabólico y falta de 

actividad física. Además, ciertos grupos étnicos, incluyendo a los hispano-americanos presentan 

un mayor riesgo de tener diabetes [26].  

Es de conocimiento común que hábitos de vida saludable, como una dieta sana, el control de 

peso y el ejercicio diario pueden ayudar en prevención o, en su caso, en el mejor control de la 

diabetes [45-47]. En cuanto a la dieta indicada, además de ser baja en grasas saturadas y con alto 

contenido de fibra dietética, es imprescindible asegurar la ingesta de cantidades adecuadas de 

ciertos micronutrientes [46].  En este sentido, existe un creciente número de evidencias sobre el 

importante papel de vitaminas [48], antioxidantes [49], ácido fólico y minerales [48, 50, 51]. En el 

caso de los minerales, los más estudiados han sido el zinc, selenio, vanadio, manganeso y cromo, 

entre otros [52-56]. Hay que notar sin embargo que, tanto un déficit como  niveles excesivos de 

micronutrientes han sido reportados como factores potenciales en la patogénesis de diabetes y 

sus complicaciones [57-60]. De ahí, uno de los temas importantes en los estudios sobre diabetes 

es evaluar los efectos de los micronutrientes y de los potenciales contaminantes de los alimentos y 

de agua potable. En este tipo de estudios se busca asegurar una adecuada ingesta de los 

micronutrientes antes mencionados, mediante evaluación de sus niveles en diferentes tipos de 

alimentos [61], plantas medicinales [62] así como en la elaboración de diversas formulaciones de 

suplementos dietéticos [63]. Cabe mencionar que los principales componentes considerados en la 

elaboración de los suplementos para el tratamiento de diabetes han sido: ácido α-lipóico, cromo 

trivalente (típicamente en forma de picolinato), selenio, manganeso, vanadio, zinc, vitamina E, C y 

D, ácido fólico, isoflavonoides y polifenoles [64]. Por otro lado, existe interés en estudiar un 

posible efecto de contaminantes medio ambientales como factores de riesgo en diabetes [65-71]. 

En el contexto de los elementos metálicos y metaloides, se han estudiado los efectos de arsénico 

[72, 73], cadmio [70, 74], plomo [75], cobre, fierro [12, 76], vanadio [77, 78], mercurio [79], entre 

otros [80].  

Existen diversas evidencias sobre elevados niveles de algunos metales y metaloides en 

diferentes lugares del estado de Guanajuato. Entre los elementos de interés en la región se han 

considerado los siguientes: As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Sb, Se, Pb, Tl, V y Zn. En cuanto 

al plomo, su presencia en el medio ambiente se debe a las emisiones de las industrias petrolera, 

metalúrgica, de pinturas y de fundición; la contaminación con vanadio y níquel proviene de la 
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combustión de petróleo, carbón y aceites pesados; la problemática de cromo se ubica 

principalmente en León – cede de la industria de curtido, aunque la contaminación también se ha 

detectado en otras regiones del Estado. El mercurio es un contaminante típico de zonas mineras, 

en las que se obtenían plata y oro mediante los procedimientos antiguos.  Además de actividades 

antropogénicas, la presencia de niveles elevados de metales en el Estado de Guanajuato se debe a 

la composición particular de la corteza terrestre. Así, existen varios reportes, en los que se observa 

la presencia de As, Pb, Hg, Sb, entre otros, en diferentes compartimientos del medio ambiente 

[81-86]. Es importante hacer notar que los niveles de los elementos antes mencionados han sido 

determinados en jales de minas, en suelos, lodos, aguas superficiales y subterráneas de la región. 

Aunque la movilidad de contaminantes potenciales ha sido estudiada por varios autores [81, 82, 

87], la información sobre los niveles de elementos en productos alimenticios producidos en el 

estado de Guanajuato y, en particular en las zonas con elevados niveles de metales/metaloides es 

escasa. El proyecto de tesis ha sido dirigido al desarrollo y aplicación de procedimientos analíticos 

que permitan evaluar la posible relación de los contaminantes de agua potable y de algunos 

componentes de los alimentos con incidencia/progreso de las complicaciones en diabetes en el 

estado de Guanajuato. Un enfoque adicional ha sido en el análisis de los compuestos 

naturalmente presentes en alimentos, mismos que se conocen como factores de riesgo 

potenciales, incluyendo específicamente productos de glicación avanzada y sus precursores.  

 

I.2. Diabetes mellitus – marco socioeconómico y retos para la química analítica 

La diabetes es una enfermedad crónica que ocurre cuando el páncreas no produce suficiente 

insulina, o el cuerpo no puede hacer uso efectivo de la insulina que produce [88]. Afecta a 

diferentes órganos y tejidos y dura toda la vida. Hay dos tipos principales de diabetes, en la 

diabetes tipo o insulinodependiente, el paciente simplemente es incapaz de producir insulina, a 

diferencia de la diabetes tipo 2, donde el paciente es capaz de producir insulina, pero en cantidad  

insuficiente o el cuerpo no puede hacer uso efectivo de la insulina que produce.   

En la actualidad la diabetes se ha convertido en una enfermedad de proporciones epidémicas, 

a nivel mundial hay 285 millones de enfermos, más del  4% de la población la padece, y se estima 

que en los próximos 20 años el número de afectados llegue a 438 millones [89].  En México el 

problema es aún más grave, la diabetes ocupa el primer lugar dentro de las principales causas de 

mortalidad y presenta un incremento ascendente con alrededor de 60 000 muertes y 400 000 

casos nuevos al año [90], la prevalencia de diabetes mellitus en hombres y mujeres adultos de más 

de 20 años se ha incrementado de manera paulatina, pasando de  7.5% en el año 2008, a  9.2%  en 

el año 2012 [91, 92]. En 2008, la principal causa de muerte  fueron decesos por diabetes, muy  por 

encima de enfermedades isquémicas del corazón (15 993 defunciones más), que es la segunda 

causa [91]. En Guanajuato la prevalencia de diabetes en adultos mayores de 20 años es del  5.6% 

siendo mayor en mujeres (6.3%), que en hombres (4.7%) [93].  Se le puede considerar una 

enfermedad incapacitante ya que su prevalencia entre la  población económicamente activa es 
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bastante alta, en algunos casos su porcentaje es incluso mayor que su porcentaje de  incidencia 

total, lo cual la convierte en la  enfermedad que hace mella entre el grupo de población más 

importante para cualquier sociedad [94, 95].  En cuanto a morbilidad, el 97% de los nuevos casos 

de diabetes en México, corresponden al tipo 2 [96]. Asimismo la diabetes tipo 2  afecta 

principalmente a personas en edad económicamente activa [94, 95]. La Secretaría de Salud Pública 

establece el Programa de Acción Diabetes Mellitus, el cual se enfoca principalmente en la 

prevención de esta enfermedad y, en su caso en el mejor control de los pacientes con el fin de 

retardar el desarrollo de las complicaciones y desacelerar la mortalidad[97]. El segundo objetivo 

específico de este programa es brindar una atención multidisciplinaria para el control adecuado de 

la diabetes mellitus y enfermedades crónicas no transmisibles asociadas, y prevenir sus 

complicaciones. Asimismo, entre las acciones estratégicas del programa se incluyen la orientación 

alimentaria y la evaluación clínica periódica de los pacientes. En este contexto, la aportación 

importante de la química analítica comprende el desarrollo de nuevos procedimientos para el 

análisis de los marcadores de enfermedad y de sus complicaciones, la evaluación del posible 

impacto de factores medioambientales y de la dieta, entre otros. Por todo lo anterior, el objetivo 

principal de este estudio será enfocado en la diabetes mellitus tipo 2.  

 

Tabla 1. Mortalidad por diabetes en México, 1940-2008 [90, 91]. 

Año Tasa* 
Lugar dentro de                

las  principales 20 causas 

   194040 4.   4.22 -- - 

1960 7.9 19 

1970 16.9 15 

1980 21.8 9 

1990 31.7 4 

2000 46.8 3 

2005 63 1 

2006 65.2 2 

2007 62 2 

2008 70.8 1 

                                           *Tasa por 100 000 habitantes 
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I.3. Relevancia de micronutrientes minerales en diabetes. 

Existen importantes evidencias experimentales que demuestran alteraciones del 

metabolismo de micronutrientes minerales en la diabetes, además ha sido ampliamente aceptado 

que algunos elementos traza pueden jugar un papel específico en la patogénesis y en el progreso 

de la enfermedad [12, 45, 98-102]. En este sentido, los efectos adversos han sido relacionados no 

solamente con la presencia de los llamados elementos tóxicos, pero también con un desbalance 

de los elementos esenciales. En este último caso, tanto el exceso como la deficiencia de un 

micronutriente pueden 

perjudicar el estado del  

paciente diabético. [103] 

En la Figura 1, se 

presentan de una 

manera muy general los 

posibles efectos de 

metales o metaloides en 

la diabetes.     

 

 

Figura 1. Efectos benéficos y adversos de metales/metaloides involucrados en diabetes. 

En cuanto a efectos específicos, el exceso de metales y de algunos metaloides ha sido 

relacionado con un aumento de estrés oxidativo, uno de los factores principales en el desarrollo 

de la diabetes debido a su efecto en la resistencia a la insulina [104]. En particular, metales tales 

como cobre, cromo, hierro participan directamente en procesos redox en ambiente celular, 

mientras que otros como cadmio, plomo y mercurio causan el decremento de los niveles de 

antioxidantes celulares, principalmente por su afinidad con el grupo tiol, presente en varias 

biomoléculas (aminoácidos, péptidos, enzimas, etc.). Independiente del modo de acción, la 

presencia de los llamados elementos tóxicos, así como un desbalance de elementos esenciales 

causan la producción de las especies reactivas de oxígeno, incluyendo (HO.), (O2
.-), (H2O2) [98, 105]. 

Por otro lado, se conoce que la deficiencia de los micronutrientes cobre, selenio, manganeso, 

cromo y zinc afecta el control glucémico [45, 106, 107]. Cabe mencionar que en algunos casos, el 

control glicémico puede mejorarse mediante una suplementación adecuada de ciertos 

micronutrientes [108, 109]. Finalmente, hay que resaltar que ciertas especies de vanadio, zinc, 

molibdeno y selenio han sido descritos como agentes miméticos de la insulina y utilizados en el 

tratamiento de diabetes [110-115].   

El estatus de los elementos metálicos y metaloides en pacientes diabéticos ha sido evaluado en 

un considerable número de reportes. Las muestras clínicas más frecuentemente analizadas fueron 

Efectos Adversos

Efectos Benéficos

Metales/metaloides en 
diabetes

Xenobioticos No 
esenciales 

Al, As, Cd, Hg, Pb

Micronutrientes
Cr, Cu, Se, Zn, V

Exceso/Deficit

Niveles Esenciales 



 

    20 

 

sangre total, plasma, suero, orina, pelo y uñas. Algunos estudios fueron enfocados en un solo 

elemento con el fin de conocer su efecto específico [70, 72, 106, 107, 116, 117], mientras que en 

otros se realizó el análisis de varios elementos en la búsqueda de posibles cambios más 

generalizados [99, 101, 118-122]. Con base en los resultados reportados, se puede resumir que los 

pacientes diabéticos presentan niveles séricos más altos de Cu, Pb, As, Cd, Ni, Al y más bajos 

niveles de Se, Cr, Zn y Mn respecto a los controles. Es importante sin embargo que, en la mayoría 

de los estudios multi-elementales se llevó a cabo exclusivamente la comparación de los niveles de 

concentración de elementos entre pacientes diabéticos y personas sanas, sin tomar en cuenta 

parámetros comúnmente utilizados para evaluar el estado de paciente y el progreso de las 

complicaciones de la enfermedad. También es relevante indicar que los cambios en los niveles de 

concentración observados, aparentemente fueron afectados por la característica particular del 

grupo seleccionado para el estudio, es decir la edad de los pacientes, complicaciones de la 

enfermedad, posible obesidad, embarazo, hábito de fumar, etc. [105] 

 

I.3.1. Elementos benéficos en diabetes 

La lista de micro-elementos esenciales para la salud del hombre incluye fierro, zinc, cobre, 

selenio, manganeso, molibdeno, cromo, yodo y cobalto (en forma de vitamina B12). Los resultados 

de varios estudios en animales sugieren que otros elementos tales como, boro, silicio e incluso 

cadmio, níquel, arsénico y estaño podrían también tener cierto papel benéfico, aunque en 

concentraciones muy bajas[115, 123]. El requerimiento de los elementos esenciales es bajo (< 100 

mg/día), pero es necesario mantener un estatus adecuado debido a que estos elementos tienen 

diversas funciones tales como la función catalítica en procesos metabólicos, el control de la 

asimilación de otros nutrientes, y el uso de energía. Cabe mencionar aquí, que aproximadamente 

25% de las proteínas en el organismo humano contienen en su estructura uno o más iones 

metálicos; entre estas metaloproteínas se encuentran metaloenzimas, proteínas de transporte y 

almacenamiento, y proteínas que participan en la transducción de las señales intra- y 

extracelulares[115]. Por otra parte, se ha demostrado que las especies metálicas de baja masa 

molecular también pueden ejercer efectos benéficos in vivo.  

Ya fue mencionado que el incremento del estrés oxidativo y la inhabilitación de los 

mecanismos de defensa antioxidante son considerados importantes factores que contribuyen a la 

patogénesis y progreso de la diabetes mellitus[124-126]. En este sentido, los elementos como 

cobre, selenio, manganeso y zinc están presentes en varias enzimas relacionadas con el combate 

al estrés oxidativo, y es de esperar que una alteración en el metabolismo de estos elementos 

incida directamente sobre la defensa antioxidante en el cuerpo. Como ejemplo, las enzimas del 

grupo súper óxido dismutasas (SOD) son metaloenzimas que contienen iones de Cu, Zn, Fe, Mn o 

Ni como cofactor  y catalizan la dismutación de súper óxido en oxígeno y peróxido de 

hidrógeno[127, 128] formando una importante defensa antioxidante en la mayoría de las células 

expuestas al oxígeno.  Existen varios tipos de super óxido dismutasa (SOD), en la SOD1, el cobre y 



 

    21 

 

el zinc son parte de la enzima, la cual se encuentra en el citoplasma de prácticamente todas las 

células eucariotas [115, 128]; la enzima SOD2 ó SOD-Mn mitocondrial, como su nombre lo indica, 

se encuentra en  humanos en las mitocondrias y contiene en su centro activo manganeso[115, 

124, 128]. Es relevante mencionar que ciertas poliaminas cíclicas de manganeso, así como 

derivados de sales de manganeso mimetizan la acción de la enzima súper oxido dismutasa 

(SOD)[129-132].  Por otro lado, la familia de las glutatión peroxidasas (GSH-Px) agrupa a 4 tipos 

distintos de selenoproteinas en mamíferos. De acuerdo a estudios en animales, cultivos celulares y 

estudios genéticos diversos, su función principal es responder a los ataques oxidativos mediante la 

eliminación (reducción) de peróxido de hidrógeno y de hidroperóxidos orgánicos, como son los 

productos tóxicos de la peroxidación lipídica[133-135]. En el centro activo de estas enzimas está 

presente el aminoácido proteinogénico Se-cisteína; la inactivación de estas enzimas es una de las 

causas de la sobreproducción de radicales hidroxilo y anión súper óxido durante el proceso de 

estrés oxidativo.  La GSH–Px es esencial para la remoción de productos tóxicos formados durante 

la peroxidación lipídica[134, 135], pero la actividad de estas enzimas se vio disminuida en 

pacientes diabéticos, el efecto es asociado con el decremento de selenio en estos pacientes 

respecto a las personas sanas[52, 136-138].   

Cromo 

 La suplementación de cromo (picolinato de cromo) parece mejorar el control glucémico en 

pacientes con diabetes tipo 2, esto parece deberse a un incremento en la acción de la insulina [64, 

109, 139-141]. En un estudio realizado en pacientes diabéticos tipo 2  (no fumadores) se 

obtuvieron  niveles de Ni, Pb,  Al, Cu, Cr, Cd y Hg en plasma,  significativamente más altos que en 

controles, además se encontró una correlación estadísticamente significativa entre los niveles de 

hemoglobina glucosilada en plasma y los niveles de los metales antes mencionados[101].  Las 

deficiencias de elementos traza esenciales en muestras biológicas de mujeres diabéticas, entre 

ellos cromo, pudieran tener un papel en la patogénesis de la enfermedad[99]. El ion Cr (III) ha 

mostrado ser una forma esencial del elemento en ratas, ya que es requerido para la función 

normal de la insulina controlando el metabolismo de la glucosa. El cromo (Cr (III)) se transporta en 

el cuerpo ligado a la transferrina, ocupando los mismos sitios de enlace que el ion hierro. Se cree 

que entre otros factores la diabetes pudiera deberse a la exclusión de  cromo por hierro en sitios 

de unión  metabólicos[142, 143]. 

Cobre 

 En el caso del cobre, un micronutriente esencial, se ve afectado su metabolismo durante la 

diabetes; en un estudio llevado a cabo en pacientes diabéticos tipo 2, las complicaciones 

metabólicas estuvieron  asociadas con alteraciones de algunos elementos, especialmente 

cobre[122]. La producción de especies reactivas de oxígeno (las cuales como se mencionó 

anteriormente están asociadas al desarrollo  de diversas patologías, entre ellas diabetes I[125, 

126, 144, 145]) es facilitada por la presencia del ion cobre. Hay que resaltar que las alteraciones de 

la homeostasis de cobre que resultan en el aumento de Cu(II) libre, han sido asociadas con la 
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producción del radical hidroxilo a través de la reacción de Fenton[146]. En un estudio realizado en 

ratones diabéticos al administrarles un agente quelante de cobre se redujo la resistencia a la 

insulina, se aminoro la intolerancia a glucosa y adicionalmente decrecieron los niveles de 

triglicéridos en suero. Esto sugiere que el ion cobre está involucrado en el desarrollo de diabetes 

tipo 2[144].  Las perturbaciones en el metabolismo del cobre son una característica en la diabetes, 

por ejemplo, niveles elevados de cobre en plasma y la defensa oxidante comprometida 

relacionada con los efectos inducidos por la diabetes sobre las enzimas que contienen cobre. La 

enzima Cu - superóxido dismutasa es alterada durante diabetes[131, 147, 148]. El daño oxidativo 

inducido por cobre está asociado con cáncer, diabetes y enfermedades neurodegenerativas y 

también, relacionadas con la edad avanzada[125, 148-150]. Tales alteraciones metabólicas pueden 

tomarse como medidas del incremento en el estrés oxidativo y la inflamación, las cuales pueden 

estar implicadas en el progreso de las patologías relacionadas con la diabetes[125, 126, 145, 150]. 

En un estudio en ratas se encontró  que el picolinato de cobre(II) tiene una mayor actividad 

hipoglucémica que el respectivo complejo de  vanadio, y se ha propuesto que este complejo 

puede ser un potente agente antidiabético alternativo  [114]. 

Hierro 

 Numerosas líneas de investigación sugieren que el hierro puede jugar un papel en la 

patogénesis de la diabetes tipo II.[13, 151-153]. Hierro es un fuerte pro-oxidante y altos niveles de 

hierro en la sangre están asociados con niveles más altos de estrés oxidativo que pueden 

incrementar el riesgo de diabetes tipo 2[142, 143, 151, 152, 154, 155]. Numerosos estudios 

epidemiológicos han reportado una asociación positiva entre altos niveles de hierro en el cuerpo, 

medido por el  nivel de ferritina circulante y el riesgo de diabetes tipo 2 y de otros estados de 

resistencia a la insulina tales como diabetes gestacional, síndrome metabólico y síndrome 

ovariano policístico[154, 156-158]. Aunado a ello, el incremento de la ingesta dietaría de hierro, 

especialmente de hemo hierro, está asociada con diabetes tipo 2 en poblaciones aparentemente 

sanas[159].  Además varios estudios clínicos sugieren que la flebotomía que induce la reducción de 

los niveles de hierro en el cuerpo puede mejorar la sensibilidad a la insulina en humanos. Así 

mismo, se cree que la diabetes pudiera deberse a la exclusión de cromo por hierro en sitios de 

unión  metabólicos [142, 143]. La toxicidad de hierro libre en el ambiente celular se debe a su 

participación en la reacción Fenton, en la que se genera el radical hidroxilo, altamente reactivo y 

tóxico. 

Magnesio 

 Magnesio es uno de los iones más abundantes presentes en células vivas y su concentración 

en plasma es remarcablemente constante en personas saludables. El plasma y la concentración de 

magnesio intracelular están estrechamente regulados por muchos factores. Entre ellos la insulina 

parece ser uno de los más importantes[34, 64].  La deficiencia de magnesio es el disturbio del 

metabolismo de metales más evidente en la diabetes mellitus insulinodependiente [100, 160].  

Hipomagnesemia ha sido asociada tanto a complicaciones metabólicas graves como a 
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complicaciones crónicas tardías en diabetes. Particularmente  preocupante, es la asociación entre 

hipomagnesemia y la enfermedad de corazón isquémico y retinopatía severa en humanos con 

diabetes mellitus. Una suplementación apropiada de magnesio podría  proveer beneficios en la 

normalización de bajos niveles de magnesio en plasma y tejido y prevenir o retardar el desarrollo 

de complicaciones vasculares en pacientes diabéticos[34, 100, 160, 161]. 

Manganeso 

 Las deficiencias de manganeso,  pudieran tener un papel en la patogénesis de la enfermedad 

[99]. Asimismo, se ha visto que poliaminas cíclicas de manganeso, así como derivados de sales de 

manganeso mimetizan la acción de la enzima súper oxido dismutasa (SOD)[129-131].  El ion Mn (II)  

produce hipoglucemia en ratas, independientemente de la dosis, se ha visto que Mn(II) puede 

tener un efecto periférico en la entrada de glucosa a las células[162]. El polimorfismo de la enzima  

Mn-SOD(súper óxido dismutasa)  parece estar asociado con nefropatía y retinopatía en pacientes 

diabéticos tipo II[163]. Datos substanciales indican que el estrés oxidativo está involucrado en el 

desarrollo de retinopatía diabética [124, 164, 165].  De la misma manera, metaloporfirinas de Mn 

(III) son capaces de entrar a la mitocondria en niveles suficientes para asegurar una acción 

antioxidante, lo cual lo hace un elemento efectivo para tratar el estrés oxidativo inducido como en 

el caso de cáncer, daño por radiación y diabetes[132]. En un estudio realizado en ratas se encontró  

que el picolinato de manganeso  tiene una mayor actividad hipoglucémica que su  complejo de  

vanadio[114]. 

Selenio 

 Los datos disponibles sobre el rol de selenio en diabetes son inconsistentes y parece existir un 

enigma por su relación con la diabetes, por un lado la ingesta de antioxidantes está asociada a 

efectos benéficos en la enfermedad, pero estudios recientes demuestran una correlación directa 

entre niveles altos de selenio y la incidencia de diabetes en humanos[166, 167]. El selenio además 

de poseer propiedades antioxidantes bien conocidas, tiene propiedades miméticas en la insulina, 

en estudios realizados en animales no sólo restaura el control glucémico, además previene o alivia 

efectos diabéticos adversos en plaquetas y en funciones cardiacas y renales[27, 112, 168]. En 

poblaciones con alto nivel de selenio con excepción de mujeres embarazadas, sus suplementos  no 

son recomendables para la prevención de diabetes.  Los efectos antidiabéticos parecen estar 

restringidos a dosis altas y cercanas a la toxicidad, las cuales no pueden usarse en humanos; y las 

futuras investigaciones deberán considerar el estado de la enfermedad[167].  Se ha visto que la 

ingesta de selenio puede prevenir alteraciones inducidas por diabetes[64, 107, 111, 135, 167, 169, 

170]. Bajos niveles de selenio y/o glutatión peroxidasa parecen estar implicados en nefropatía 

diabética[107]. Ebselen, un compuesto a base de selenio mimetiza la acción de la enzima glutatión 

peroxidasa(GSH-Px)[171]. Es sabido que compuestos de selenio pueden restaurar algunos 

parámetros metabólicos en diabetes. Los efectos benéficos de selenito de sodio parecen ser 

resultado de la restauración de las actividades alteradas de las enzimas antioxidantes en tejido 

cardíaco diabético[172]. La ingesta de selenito de sodio en ratas, normaliza alteraciones en tejido 
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óseo inducidas por diabetes[173].  Se ha  encontrado  que selenio tiene propiedades 

insulinomiméticas, en ratones diabéticos un tratamiento con selenito mejoró los niveles de 

glutatión en cerebro, riñones, hígado y testículos. Los ratones diabéticos tratados con selenito 

bajaron sus niveles de glucosa en sangre[27].   

Litio 

 Los efectos de la suplementación de litio en condiciones diabéticas fueron estudiados en 

ratas, al suministrar carbonato de litio el contenido de litio en hígado y músculo regresó a su rango 

normal, disminuyó la destrucción de células beta en el páncreas, decreció el nivel de glucosa en 

sangre, entre los indicadores de estrés oxidativo decrecieron los niveles de peroxidación lipídica 

en sangre, mientras que regresaron a niveles normales los niveles de súper óxido dismutasa en 

eritrocitos, y glutatión y los niveles de glutatión peroxidasa  aumentaron. Estos resultados 

sugirieron que la restauración de litio a sus niveles normales en hígado y músculo de animales 

diabéticos está asociado no sólo con un decremento de glucosa en sangre, si no con una reducción 

del estrés oxidativo, y consecuentemente con la protección de las células pancreáticas secretoras 

de insulina[174]. 

Zinc 

 El zinc es un elemento traza esencial crucial para la función de más de 300 enzimas y es 

importante para procesos celulares como la división celular y la apoptosis. El contenido de zinc en 

las células beta del páncreas está entre las más altas en el cuerpo, sin embargo, muy poco se sabe 

acerca de la ingesta y almacenamiento de zinc dentro de estas células.  Por lo tanto, la 

concentración de zinc en el cuerpo está estrechamente regulada y disturbios en la homeóstasis del 

zinc han sido asociados con muchas enfermedades, incluyendo diabetes[99, 131, 147, 169, 175-

182]. La suplementación de zinc en animales y humanos ha mostrado mejorar el control glucémico 

en diabetes tipo I y II, sin embargo el mecanismo molecular subyacente no se conoce con 

exactitud[179, 182, 183].  El zinc parece ejercer efectos parecidos a la insulina apoyando la señal 

de transducción de la insulina y reduciendo la producción de citosinas, las cuales llevan a la 

muerte a las células beta durante los procesos inflamatorios en el páncreas durante el desarrollo 

de la enfermedad. Ha sido demostrado que el zinc es necesario en la biosíntesis de la insulina, 

ayudando a formar hexámeros de pro-insulina en las células beta del páncreas[45]. Por otro lado, 

el zinc podría jugar un papel en el desarrollo de diabetes, desde polimorfismos genéticos en el gen 

del transportador de zinc 8 (ZnT8) y los genes que codifican  metalotioneinas estan asociado con la 

diabetes mellitus tipo 2[175, 179, 182].  El zinc forma un complejo con metalotioneina en células 

betas que da protección contra radicales libres, los cuales se vuelven activos activan durante las 

respuestas inmunes desencadenadas por bacterias y virus, por ejemplo. En el páncreas de los 

mamíferos, altas concentraciones de zinc son co-secretadas con la insulina, la cual puede entonces 

permear las células beta a través de  los abundantes canales de calcio[184]. 
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  Tomando como ejemplo  los efectos comentados anteriormente, de zinc y de selenio, estos 

parecen indicar claramente que, evitando las deficiencias y las sobredosis de elementos traza 

esenciales, quizá seremos capaces de reducir la incidencia de diabetes [183].  

Vanadio 

 Elementos traza como el vanadio previenen hiperinsulinemia, parcialmente por su propia 

actividad insulínica, la cual es también una propiedad de la interleucina-1 (IL-1)particularmente 

durante los periodos de enfermedad y estrés. Como la IL-1, el vanadio puede remplazar a la 

insulina por muchas horas y regular el metabolismo de la glucosa. Vanadio, e IL-1 aseguran que las 

células beta productoras de insulina en el páncreas no pierdan mucho zinc[183]. El compuesto 

más utilizado como insulinomimético es el picolinato de oxovanadio (IV)[114, 185] . Sin embargo, 

recientes estudios experimentales muestran que hay un vínculo entre vanadio y estrés oxidativo 

en la etiología de la diabetes[98]. 

Molibdeno 

 Molibdeno es un  elemento traza esencial para plantas y animales. La vía natural de entrada 

del molibdeno  al organismo es más que nada a través de la ingesta de vegetales, principalmente 

leguminosas[186]. El molibdeno permite la fijación del nitrógeno en las plantas,  esto debido a que 

el molibdeno es el cofactor de la enzima nitrogenasa, la cual cataliza la conversión de nitrógeno 

atmosférico a amoniaco, así mismo la nitrato reductasa necesita molibdeno para su actividad 

[187].  Actualmente los complejos de Mo(VI) como agentes antidiabéticos son de un interés 

considerable [185, 188]. Se ha visto que complejos con Mo(VI) tienen propiedades hipoglucémicas 

[185], no hay reportes en la literatura que liguen a este elemento con complicaciones en diabetes 

en humanos, sin embargo en un experimento realizado en fluidos biológicos de pacientes 

diabéticos con distinto grado de progreso de diabetes se encontró  que puede estar 

correlacionado con el progreso de la enfermedad[189].  Este elemento está relacionado con un  

caso de molibdenosis en alces con una deficiencia secundaria de cobre, lo cual junto a elevados 

niveles de insulina en los alces afectados sugiere una diabetes tipo II inducida 

ambientalmente[190]. El molibdeno es utilizado para aliviar intoxicaciones con cobre, como la 

enfermedad de Wilson, lo cual ilustra su relación antagónica con cobre [17-19]. Además, la 

administración intravenosa de sales de tiomolibdenato disminuyeron significativamente los 

niveles de cobre en sangre de ovejas intoxicadas con este metal [18]. A la vista de estos 

antecedentes es importante recalcar que  la transferencia de molibdeno en humanos sigue las 

mismas reglas que las que se han encontrado para mamíferos [191], por todo esto es importante 

estudiar los posibles efectos adversos de molibdeno en pacientes diabéticos.  

 

1.3.2. Xenobióticos no esenciales. 

 Los llamados metales pesados son conocidos por ocasionar efectos adversos a la salud, por 

largos periodos de tiempo. La industrialización descontrolada ha desencadenado la contaminación 
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con grandes cantidades de metales pesados en todo el mundo. Las formas fisicoquímicas de estos 

elementos pueden perjudicar el funcionamiento de los sistemas de defensa del organismo contra 

estrés oxidativo.  Los metales como hierro, cobre, cromo y vanadio experimentan ciclos redox en  

condiciones fisiológicas y de esta manera pueden incidir en una mayor producción de radicales 

libres o especies oxígeno reactivas[155, 192].  En este sentido, ya fue mencionado que el sistema 

Cu(II)/Cu(I) y Fe(III)/Fe(II) pueden activar la producción del radical hidroxilo en la reacción de 

Fenton. Por otro lado, metales pesados como cadmio, mercurio, plomo y níquel presentan alta 

afinidad al grupo tiol, por lo que se unen a glutationa inhabilitando este antioxidante celular 

mayoritario. Como consecuencia, aumentan la peroxidación lipídica, el daño al ADN y se altera la 

homeóstasis de calcio y sulfhidrilo, todos estos procesos importantes en la patogénesis y el 

progreso de la diabetes[98, 192, 193]. Aunado a ello, en un estudio realizado en pacientes 

diabéticos tipo 2 (no fumadores) se obtienen  niveles de Ni, Pb,  Al, Cu, Cr, Cd y Hg en plasma  

significativamente más altos que en controles, además se encontró una correlación 

estadísticamente significativa en plasma entre los niveles de hemoglobina glucosilada   y los 

niveles de los metales antes mencionados[101]. A continuación se presenta un resumen de las 

evidencias que sugieren que algunos metales pesados pueden jugar un papel importante en 

diabetes como factores de riesgo ambientales. 

 Aluminio 

 Los diabéticos tienen mayor riesgo de desarrollar insuficiencia renal [194].  La toxicidad por 

aluminio se ha encontrado con mayor frecuencia en pacientes con funciones renales disminuidas y 

se acumula en mayor grado en tejidos de pacientes diabéticos. Estudios en pacientes con 

enfermedad renal en fase terminal han visto  implicaciones de exceso de aluminio como una causa 

potencial de reducciones en las  funciones cardiacas[194].   

Plomo 

 Hay evidencias de que el metabolismo de muchos elementos traza es alterado durante 

diabetes, y que estos podrían tener roles específicos en la patogénesis y progreso de la 

enfermedad. Uno de estos estudios muestra que los valores medios de plomo, cadmio y arsénico 

fueron significativamente más altos  en muestras de cabellos de pacientes diabéticos comparado 

con controles[120], mientras que en otro altos niveles de plomo en los dientes pueden estar 

relacionados con diabetes[195]. Asimismo hay una asociación directa entre la exposición a plomo, 

presión arterial alta, enfermedades cardiacas y diabetes[75].  Se puede asumir que en 

enfermedades diabéticas el plomo puede intensificar cambios patológicos en la actividad 

enzimática[196]. 

Arsénico 

 El efecto de ciertos xenobióticos parece tener un rol específico en la patogénesis y el 

progreso de diabetes.  La exposición crónica a arsénico inorgánico ha sido asociado con un 

incremento de la incidencia de diabetes tipo 2 [197, 198]; en particular la presencia de altas 
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concentraciones de arsénico en agua de grifo ha sido asociada con un incremento del riesgo de 

desarrollar diabetes tipo2 en la población expuesta[199]. Aunque los resultados de estudios 

epidemiológicos en áreas con baja exposición o  riesgo ocupacional están inconclusos, la 

investigación en laboratorio ha demostrado que la exposición a arsénico inorgánico puede 

producir efectos que son consistentes con los de la diabetes tipo 2 [199].  Muchos factores están 

involucrados en la forma en la cual arsénico  contribuye a la incidencia de la diabetes.  Algunos 

estudios sugieren  que arsénico puede incrementar el riesgo  de diabetes tipo 2 por múltiples 

mecanismos, afectando un conjunto de eventos, los cuales desencadenan la enfermedad. El 

arsénico afecta la sensibilidad a la insulina en tejido periférico modificando la expresión de genes 

involucrados en la resistencia a la insulina y cambiando células de su ruta de diferenciación a la de 

proliferación. En el hígado perturba la producción de glucosa, mientras que en las células beta del 

páncreas disminuye la síntesis y secreción de insulina y reduce la expresión de enzimas 

antioxidantes. Las consecuencias de estos cambios en la expresión de genes incluyen la reducción 

de secreción de insulina, la inducción de estrés oxidativo en el páncreas, la alteración de la 

glucogénesis, la proliferación anormal y el patrón de diferenciación de músculo y adipocitos así 

como la resistencia periférica a la insulina[197, 198]. Estudios epidemiológicos llevados a cabo en 

Taiwán, Bangladesh y Suecia han demostrado un efecto diabetogénico de arsénico, si bien los 

mecanismos permanecen poco claros y se requiere mayor investigación[73].  Se especula que el 

arsenato puede substituir al fosfato en la formación de adenosintrifosfato y otros fosfatos 

intermedios involucrados en el metabolismo de la glucosa, lo cual podría teóricamente disminuir 

el metabolismo normal de la glucosa, interrumpiendo la producción de energía, e interfiriendo con 

la secreción de ATP-insulinodependiente. Sin embargo esto no es factible cuando el As se presenta 

en bajos niveles de concentración; por su parte, la inducción de estrés oxidativo e interferencias 

en la transducción de señal ó expresión de genes por arsénico o sus metabolitos metilados son la 

causa más probable de diabetes inducida por arsénico a través de mecanismos de inducción de 

resistencia a la insulina y disfunciones en las células beta. El estrés oxidativo ha sido sugerido 

como el  mayor vínculo patogénico entre la resistencia a la insulina y disfunciones en las células 

beta mediante mecanismos que involucran la activación del factor nuclear kappa B, el cual 

también es activado por bajos niveles de arsénico. Estos defectos pueden ser los responsables 

para la diabetes inducida por arsénico, pero se requieren más investigaciones para probar esta 

hipótesis[73]. 

 

Cadmio 

Recientes  estudios epidemiológicos sugieren una asociación directa  entre la exposición al 

contaminante ambiental cadmio y la incidencia y severidad de la diabetes[70]. El cadmio en la 

diabetes está asociado a daño por estrés oxidativo, la ruta primaria de la toxicidad del cadmio es 

su capacidad para inhabilitar al tripeptido glutatión (GSH) y  a  enlazarse a los grupos sulfidrilo de 

las proteínas[98].  Además, estudios en animales y humanos indican que el cadmio puede 
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potenciar o exacerbar la nefropatía diabética. Dichos estudios también muestran que el cadmio 

reduce los niveles de insulina y tiene efectos citotóxicos directos en el páncreas.  Juntos estos 

resultados indican que el cadmio podría ser un factor en el desarrollo de algunos tipos de diabetes 

e incrementan la posibilidad de que el cadmio y la hiperglucemia relacionada con diabetes puedan 

actuar de manera sinérgica para dañar los riñones[70]. Hay evidencias de que el metabolismo de 

muchos elementos traza es alterado durante diabetes, y que estos podrían tener roles específicos 

en la patogénesis y progreso de la enfermedad.  

Mercurio 

Mercurio al ser un xenobiótico altamente tóxico en condiciones fisiológicas normales, es de 

suponer que sea especialmente dañino durante diabetes, uno de sus efectos adversos es su 

contribución al daño oxidativo, uno de los principales factores en diabetes[200].  Por su especial 

afinidad al grupo tiol, el Hg2+ forma uniones con glutationa, desactivando de esta manera uno de 

los más importantes antioxidantes celulares[98, 193].   

Níquel 

El níquel en diabetes ha sido asociado con el daño oxidativo en pacientes diabéticos. La ruta 

primaria de la toxicidad del níquel es su capacidad para inhabilitar al antioxidante glutatión y para   

enlazarse a los grupos sulfhidrilo de las proteínas[98]. El níquel puede contribuir al progreso de 

patologías en órganos específicos en enfermedades inducidas por infecciones, de carácter 

autoinmune o inflamatorias tales como diabetes[201].  En un estudio llevado a cabo en ratas, 

tratadas con níquel, este tratamiento provocó una elevación importante y transitoria de los 

niveles de glucosa en plasma, conduciendo de manera simultánea a una hiperglucagonemia e 

hipoinsulinemia, lo cual sugiere que ambos, cambios en glucagon e insulina son esenciales en el 

desarrollo de la hiperglicemia inducida por níquel[202].  En un estudio realizado en pacientes 

diabéticos tipo II se observa que los niveles de níquel en orina de diabético fueron más altos que 

en controles[119]. 

I.4. Enfoque metalómico del estudio 

El término metalómica se refiere a un área de investigación interdisciplinaria definida como el 

estudio de la presencia y la función de metales/metaloides en sistemas biológicos, incluyendo las 

posibles interacciones entre ellos [203-208]. En las secciones anteriores quedó demostrada la 

importancia de micronutrientes minerales y de xenobióticos no esenciales en pacientes con 

diferente grado de avance de diabetes. Se considera entonces que la evaluación de estatus de 

elementos traza, su distribución en fluidos biológicos, en tejidos u órganos de pacientes, su 

especiación y también la evaluación de la biodisponibilidad en diferentes productos alimenticios 

se encuentran dentro del área de la metalómica y los resultados analíticos obtenidos permitan 

avanzar en el mejor entendimiento del papel que estos elementos tienen en la patogénesis y el 

progreso de la enfermedad.  
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I.5. Enfoque regional del estudio  

En el territorio del Estado de Guanajuato se han reportado lugares con altas concentraciones 

de algunos metales/metaloides tales como arsénico, mercurio, plomo, cromo, níquel, etc [209, 

210]. La presencia de estos elementos en diferentes compartimentos del medio ambiente se debe 

a los yacimientos naturales de minerales [81] y, por otro lado a diversos actividades industriales 

desde la industria petrolera, metalúrgica, automotriz hasta curtiduría [10, 82, 85, 87, 211-213]. En 

este contexto parece interesante evaluar posibles asociaciones entre el contenido de 

metales/metaloides en aguas y la incidencia de la diabetes mellitus 2 en nuestro estado, lo que 

podría ser un complemento útil en la evaluación de riesgos de la enfermedad. Por otra parte, ha 

sido reconocida la necesidad de desarrollar e implementar estrategias de remoción de metales en 

sitios contaminados. En cuanto a los antecedentes de nuestro grupo de trabajo, se demostró la 

factibilidad del uso de nanopartículas de fierro para la remoción de especies de arsénico en 

sistemas acuosos [214] y la reducción de cromo hexavalente por hongos filamentosos, aislados de 

suelos contaminados [215, 216]. Para avanzar en este tema se propone incluir en el trabajo el 

estudio de alginato en forma de película para la remoción de plomo. 

 

I.6. Precursores y productos de glicación avanzada in vivo y en alimentos 

Hoy en día, en el diagnóstico, seguimiento y pronóstico de la  diabetes se tienen definidos una 

serie de marcadores de la enfermedad tales como el nivel sérico de glucosa, prueba de tolerancia 

a glucosa, actividad de insulina, nivel de colesterol y triglicéridos, así como el nivel de 

hemoglobinas glicosiladas[54, 217]. Es importante resaltar, sin embargo, que se siguen buscando 

ensayos de mayor selectividad, que al mismo tiempo sean fáciles de implementar en laboratorios 

clínicos de rutina. En este sentido, se reconoce la importancia de la acelerada glicación y del 

aumento de estrés oxidativo, como procesos que contribuyen en el desarrollo y progreso de las 

complicaciones[35, 41-44]. En particular, la glicación es la consecuencia directa de la 

hiperglucemia y consiste en la formación de enlaces químicos entre glucosa y las bio-moléculas, 

alterando de esta manera sus funciones biológicas con daños irreversibles en diferentes tejidos, 

órganos y sistemas. Es por ello, que un grupo de los marcadores propuestos son los llamados 

productos finales de la glicación avanzada (AGEs por sus siglas en inglés)[218].  

 

 I.6.1. Productos finales de glicación avanzada (AGEs) 

Las reacciones entre azúcares reductores y aminoácidos fueron observadas por primera vez por el 

químico francés Louis-Camille Maillard, a principios del siglo XX, y después estudiadas 

extensivamente en el contexto de la diabetes y de la ciencia de los alimentos. En particular, la 

caracterización estructural y la cuantificación de los AGEs es uno de los puntos clave en el 

entendimiento de los mecanismos moleculares responsables de las complicaciones de esta 
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enfermedad[38, 219, 220]. Asimismo, los estudios realizados en la última década sugieren que, no 

solamente los AGEs endógenos sino también los AGEs provenientes de la comida y/o tabaco 

podrían tener relevancia en diabetes [221, 222]. Consecuentemente, existe una fuerte demanda 

de los procedimientos analíticos que permitan la cuantificación de este tipo de compuestos en 

muestras clínicas y en productos alimenticios.  

La principal dificultad en la cuantificación de los AGEs es que este término se refiere a un 

grupo grande y heterogéneo de compuestos que incluye pirralinas, imidazolonas, N-ε-

(carboximetil)-lisina (CML), N-ε-(carboxietil)-lisina (CEL), pentosidina, entre otros. Dependiendo de 

las condiciones de reacción, se han descrito diferentes rutas de su formación, mismas que se 

presentan de manera global en la Figura 2. La ruta clásica (re-arreglo Amadori) puede involucrar 

etapa de oxidación, cuyos principales productos son CML y pentosidina. En el caso de la ruta no-

oxidativa, el AGE mejor caracterizado es la pirralina. Por otra parte, la degradación de glucosa, de 

las bases Schiff o de los productos Amadori conduce a los intermediarios altamente reactivos 

(llamados  α-dicarbonilos u oxoaldehídos) tales como 3-desoxiglucosona (3-DG) y metilglioxal 

(MGO).  

 

Figura. 2. Esquema global de la formación de AGEs. (CML-N-ε-(carboximetil)-lisina; CEL - N-ε-

(carboxietil)-lisina, GOLD – dímero de glioxal-lisina, MOLD – dímero de metilglioxal-lisina, DOLD – 

dímero de deoxiglucasona-lisina)[40]. 
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Los principales AGEs derivados de esta ruta son dímeros de los compuestos antes mencionados. 

Cabe mencionar que las hemoglobinas glicosiladas y específicamente el compuesto mayoritario 

HbA1c (incluido en la lista de marcadores utilizados actualmente), también es un AGE. La ventaja 

de utilizar el nivel de HbA1c en el seguimiento de los pacientes es que este parámetro no depende 

de la ingesta reciente de la glucosa sino representa el promedio de la glucemia en las últimas 6-8 

semanas. Existen sin embargo importantes limitaciones de este marcador tales como su 

dependencia de las condiciones clínicas del paciente no asociadas a diabetes, un tiempo de vida 

relativamente corto de hemoglobinas y su presencia prácticamente exclusiva en el torrente 

sanguíneo. 

Los ensayos de los AGEs abarcan los procedimientos basados en sus propiedades ópticas, uso 

de radiomarcadores, técnicas inmunoquímicas y/o técnicas de análisis estructural. Cabe 

mencionar que algunos AGEs tales como la pentosidina y las imidazolonas son fluorescentes; su 

rigidez estructural se debe a un entrecruzamiento entre residuos de arginina y lisina en las 

proteínas. Aunque los ensayos basados en las mediciones directas de fluorescencia  carecen de 

especificad, estos son útiles en la evaluación del daño acumulativo a las proteínas. En este 

contexto, en nuestro grupo de trabajo se desarrolló un procedimiento rápido y simple  para la 

evaluación de los AGEs fluorescentes en la fracción de baja masa molecular del suero humano 

(principalmente pentosidina) [223]. El procedimiento requiere una alícuota relativamente 

pequeña de suero (20 µl), de la que se eliminan  las proteínas (ácido tricloroacético), los lípidos 

(extracción con cloroformo) y, después de una filtración, la muestra se introduce a un sistema de 

flujo  con dos detectores conectados en-línea: uno espectrofotométrico (280 nm) y otro 

espectrofluorimétrico (λex = 247 nm, λem = 440 nm). Para aumentar la selectividad del 

procedimiento para los AGEs, la señal analítica se definió como la relación entre fluorescencia 

relativa (AGEs) y absorbancia en 280 nm (péptidos). En la etapa de calibración se utilizó el 

estándar AGE-BSA obtenido mediante la incubación de albumina (BSA) con glucosa y su hidrólisis 

con proteinasa K. En la primera aplicación del procedimiento se analizaron 41 sueros de pacientes 

diabéticos, obteniéndose una correlación estadísticamente significativa entre los resultados de 

este procedimiento y los obtenidos por el inmuno-ensayo  (r = 0.8477, p < 0.05). La utilidad del 

procedimiento ha sido confirmada posteriormente en estudios clínicos; cabe mencionar que los 

AGEs pueden ser evaluados por este procedimiento no solamente en suero pero también en orina, 

saliva y piel de los pacientes [107]. 

Como ya se mencionó la búsqueda de métodos para la determinación de AGEs es uno de los 

tópicos de interés no sólo local o regional, su búsqueda es relevante a nivel mundial[224]. El 

siguiente reto en el trabajo sobre los AGEs ha sido contar con  procedimientos selectivos, basados 

en la separación cromatográfica y la cuantificación de los compuestos individuales, enfocándose 

principalmente en pentosidina, glioxal y metilglioxal. A continuación se presentan los 

antecedentes para cada uno de ellos. 
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I.6.1.1 Pentosidina   

La fórmula química de la pentosidina se presenta en la Figura 3, donde se puede observar la 

presencia de enlaces dobles conjugados que confieren a este compuesto propiedades 

fluorescentes. La pentosidina fue aislada por primera vez del colágeno humano y posteriormente 

encontrada en una gran variedad de tejidos[225], además se observó su acumulación con el 

progreso de la diabetes y sus complicaciones[38, 226, 227]. Se ha demostrado también la 

presencia del mismo compuesto en alimentos [228-232].  

 

Figura 3 Estructura de la pentosidina 

Actualmente, la pentosidina es considerada un marcador químico del tratamiento térmico de 

alimentos[233]. Es también importante mencionar algunos estudios, donde se llevó a cabo la 

determinación de pentosidina en alimentos y en fluidos/tejidos biológicos con el fin de buscar 

posibles correlaciones entre la ingesta de los AGEs exógenos y el desarrollo de  complicaciones en 

la diabetes [226, 227, 234].  Además de ensayos inmunoquímicos[235, 236], la pentosidina ha sido 

determinada mediante diversos procedimientos analíticos, aprovechando sus propiedades 

fluorescentes [237, 238]. 

En nuestro grupo de trabajo, y como parte de la investigación realizada en esta tesis, se ha 

sintetizado el estándar de pentosidina y hemos propuesto un procedimiento para su 

determinación en orina, mediante cromatografía de líquidos en fase inversa con detección 

espectrofluorimétrica [239].  
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I.6.1.2 Glioxal y metilglioxal como precursores de los AGEs y marcadores del daño oxidativo 

Glioxal ((CHO)2) y metilglioxal (CH3CO-CHO) son generados in vivo como productos 

intermediarios de las reacciones Maillard, de la degradación de glicoproteínas y de la peroxidación 

de lípidos; ambos son precursores de los AGEs [240, 241] (Fig. 2); además, el metilglioxal es un 

compuesto endógeno generado en bajas concentraciones en varios procesos metabólicos de 

carácter enzimático y no-enzimático [242, 243]. En la Figura 4 se presentan los AGEs derivados del 

metilglioxal (MG), mismos que han sido detectados in vivo y cuya formación ha sido asociada con 

diabetes y otras enfermedades[242].  

 

 Figura 4. Estructuras de los AGEs derivados de metilglioxal. Con los residuos de arginina MG 

forma: N-ε-(5-hidro-5-metil-4-imidazolon-2-il)-L-ornitina (MG-H1), ácido 2-amino-5-(2-amino-5-

hidro-5-metil-4-imidazolon-1-il)-pentanoico (MG-H2), ácido 2-amino-5-(2-amino-4-hidro-4-metil-5-

imidazolon-1-il) pentanoico (MGH3); N-(5-hidroxi-4,6-dimetilpirimidina-2-il)-L-ornitina 

(argpirimidina), N-(4-carboxi-4,6-dimetil-5,6-dihidroxi-1,4,5,6-tetrahidropirimidina-2-il)-L-ornitina 

(THP); con residuos de lisina, MG forma - N-ε-(carboxietil)-lisina (CEL), dimero de metilglioxal-lisina 

(MOLD); mientras que con lisina y arginina se han encontrado 2-amonio-6-(2-[4-amonio-5-oxido-5-

oxopentil)amino]-4-metill-4,5-dihidro-1H-imidazol-5-ilideno)amino)hexanoato (MODIC)[242]. 

Por otra parte, existen evidencias de que  metilglioxal y glioxal presentan  toxicidad directa a nivel 

celular [244, 245]. En particular, se ha reportado que el metilglioxal puede inhibir síntesis de las 

proteínas, modificar las funciones biológicas de proteínas o ácidos nucleicos y que es un agente 

mutagénico [246, 247]. En estudios llevados a cabo en diferentes grupos de pacientes diabéticos 
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se han observado elevados niveles de concentración de estos dos compuestos indicando una 

posible relevancia en el desarrollo de complicaciones  típicas de la enfermedad [243, 244, 248-

250]. Por otra parte, ambos compuestos han sido aceptados como marcadores importantes de 

estrés oxidativo [245, 251]. 

Debido a la importancia de estos dos compuestos como indicadores de la formación de los 

AGEs, de estrés oxidativo y debido a su toxicidad directa, ambos fueron determinados en 

diferentes tipos de muestras incluyendo fluidos biológicos, tejidos así como en productos 

alimenticios. En el caso de  muestras clínicas, este tipo de análisis presenta un reto debido a una 

compleja matriz química, la reactividad de los analitos y/o la formación de otros componentes de 

la muestra, su distribución intra- y extracelular así como las bajas concentraciones. Típicamente 

los niveles reportados están en el intervalo de picomoles por gramo de biomasa [242, 252-254]. Es 

por ello que las etapas del procedimiento analítico típicamente incluyen un pretratamiento 

dirigido a la eliminación de la matriz y una pre-concentración de los analitos, su derivatización y la 

separación por cromatografía de líquidos con detección espectrofotométrica, fluorimétrica o por 

espectrometría de masas [242, 243]. Se han propuesto también  procedimientos basados en la 

separación por cromatografía de gases con diferentes tipos de detectores [253, 254].   

 

I.6.2. Enfoque del estudio en el análisis de los AGEs y de sus precursores 

Dada la importancia de los AGEs endógenos y exógenos en el desarrollo y progreso de la 

diabetes, se considera  este tema relevante para el trabajo de tesis. En particular, se define como 

uno de los enfoques del estudio, desarrollar nuevos procedimientos analíticos para la 

determinación de pentosidina, glioxal y metilglioxal en muestras clínicas y en muestras de 

alimentos. Con base en la revisión bibliográfica presentada en las secciones anteriores, en el 

desarrollo de dichos procedimientos se considera importante el diseño de la etapa de 

pretratamiento de muestra y se propone el uso de cromatografía de líquidos con detección 

fluorimétrica, explorando diferentes esquemas de derivatización pre-columna. 
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I.7. Antecedentes   

 

 

Este proyecto estuvo encaminado a la evaluación analítica de los factores de riesgo 

potenciales de diabetes mellitus 2 con aplicación al estado de Guanajuato.  

En el desarrollo del trabajo se plantearon las siguientes etapas:  

(1) Selección de sitios de muestreo, tipo de muestras (aguas naturales, vegetales, alimentos, 

fluidos biológicos) así como de los elementos metálicos, metaloides y otros compuestos 

reportados como factores de riesgo; 

 (2) Desarrollo/adaptación de los procedimientos analíticos para su determinación en 

muestras reales;  

(3) Análisis estadístico de los resultados obtenidos. 

  

Como antecedentes de este proyecto, considero pertinente mencionar a continuación los 

estudios relevantes realizados en nuestro grupo de investigación, es para mí una forma de 

reconocer el trabajo previo que sirvió para cimentar el propio: 

 

1. Diagnóstico de la calidad del agua superficial con enfoque en los contenidos totales y en la 

especiación analítica de elementos metálicos y de algunos metaloides [83, 212, 255]; 

2. Diagnóstico de la calidad del agua potable en la zonas urbanas del Estado de Guanajuato 

enfocado a metales traza [84]; 

3. Determinación de metales en tortilla mexicana y el estudio de su biodisponibilidad en el 

modelo de tracto digestivo in vitro [256]; 

4. Perfil de elementos metálicos y de algunos metaloides en aguas de grifo de la ciudad de 

Guanajuato [209, 210]; 

5. Análisis de los niveles de algunos metales y metaloides en orinas de los niños en las 

ciudades de Salamanca y Pénjamo[257]; 

6. Estudio del efecto de la exposición a cromo trivalente de los trabajadores de la industria 

curtidora en los parámetros clínicos relevantes a diabetes  [54];  

7. Evaluación de los niveles de selenio y su relación con la actividad de glutationa peroxidada 

en pacientes diabéticos tipo 2 [107].  
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Capítulo II   

 

 OBJETIVOS Y METAS  

 

Objetivo general. 

El objetivo general de este proyecto es incidir en el desarrollo de metodologías analíticas, cuya 

aplicación permita mejorar la evaluación de la incidencia y progreso de la diabetes mellitus 2 en el 

Estado de Guanajuato  

Objetivos particulares. 

1. Profundizar en el conocimiento del impacto de metales/metaloides en la incidencia y 

progreso de la diabetes mellitus 2. 

2. Desarrollar nuevos procedimientos analíticos para la determinación de productos de glicación 

avanzada, sus precursores e indicadores de estrés oxidativo. 

 

Metas correspondientes al objetivo particular 1: 

1. Evaluación estadística de una posible asociación entre los niveles de 

metales/metaloides en aguas y la incidencia de la diabetes mellitus 2 en el Estado de 

Guanajuato. 

2. Estudio del contenido total y biodisponibilidad de molibdeno y cobre en frijol como 

un posible factor asociado al progreso de la diabetes mellitus 2. 

 

Metas correspondientes al objetivo particular 2: 

1. Desarrollo de un nuevo procedimiento para la determinación de pentosidina en fluidos 

biológicos y en alimentos, mediante  cromatografía de líquidos con detección 

espectrofluorimétrica. 

2.  Desarrollo de nuevos procedimientos para la determinación de glioxal y metilglioxal en 

muestras clínicas y en alimentos, con base en la derivatización pre-columna y cromatografía 

de líquidos con diferentes tipos de detectores.  
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Capítulo III  

PARTE EXPERIMENTAL 

 

 Materiales y Reactivos. 

 

III. Equipo de Laboratorio 

 
III.1. Instrumentación analítica 

• Espectrómetro de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) modelo 7500ce 

de Agilent Technologies, con celda de colisiones/reacciones tipo octápolo. 

• Cromatógrafo de gases modelo Clarus 500 de Perkin Elmer equipado con detector de 

ionización por flama. 

• Cromatógrafo de líquidos de alta resolución modelo 1200 de Agilent Technologies 

equipado con detector espectrofotométrico de arreglo de diodos y detector fluorimétrico, 

equipado con automuestreador, termostato de la columna y controlado por el paquete de 

software ChemStation. 

• Espectrofotómetro UV/Vis modelo Spectronic 3000 Milton Roy con detector de arreglo de 

diodos. 

• Espectrómetro de emisión atómica con plasma acoplado por inducción (Shimadzu, ICP-

7510). 

 

III.1.2 Columnas cromatográficas: 

• Kinetex C18 (150 x 3 mm, 2.6 µm)  de phenomenex. 

• TSK-gel GMPVXL de TOSOHAAS, 7.8mm x 300mm, 13μm. 

• ZORBAX Eclipse AAA (150 x 3.0 mm, 3.5 μm) de Agilent Technologies. 

 

III.2. Equipos utilizados en procesamiento de muestra y/o preparación de reactivos 

• Purificador de agua destilada Martes Flex/Cole Parmer Instrument Co. Modelo 60648. 

• Purificador de agua Milli Q Labconco Water PRO PS. 

• Potenciómetro Corning (313 pH/temperatura). 

• Liofilizador modelo 10-269 de Labconco y frasco Fast-Freeze 600 ml Labconco. 

• Centrífuga Labnet. 

• Speed Vac Vacufuge plus, Eppendorf. 

• Bloque de calentamiento Multi-Block, Barnstead/Labline. 

• Báscula de precisión Denver Instrument company ACA-100. 
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• Supelcoclean LC-18 SPE Tubo de 3mL, producto 57012 SUPELCO.   

• Filtros con tamaño de poro 0.2 μm (Millipore, Bedford, MA). 

 

III.3. Software y equipo de cómputo. 

• Agilent Chemstation: LC and CE systems software. 

• Agilent ICP MS Chemstation software. 

• Unscrambler 7.5 (Camo, Norway). 

 

III.4. Microorganismos y reactivos para medio de crecimiento y condiciones de exposición 

•  Bacteria gram positiva Bacillus subtilis 168.  

•  Bacteria gram negativa Escherichia coli DH5.   

• Catalasa (una solución 600 U/ml en agua estéril). 

•  Medio nutritivo (Bioxon) 

 

III.5. Reactivos para la digestión ácida de biomasa 

• Ácido Nítrico Trace select (Fluka). 

• Peróxido de Hidrogeno (30%) J.T.Baker. 

 

III.6. Estándares para la determinación de contenido total de  elementos traza 

•  Estándar multielemental para muestras medioambientales de Agilent Technologies (100 

mg/L Fe, K, Ca, Na, Mg; 10 mg/ L  Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Tl, V, 

Zn, U en 10% HNO3). 

• Solución de mezcla de estándares internos: (In) (10 μg/L), (Li) (50 μg/L), (Y) (10 μg/L), (Bi) 

(10 μg/L), (Sc) (25 μg/L), (Rh) (10 μg/L). 

 

III.7. Reactivos para la digestión gastro intestinal in vitro. 

• Pepsina (Sigma CAS 9001-75-6 Lot  010M1513.) 

• Sales biliares (Sigma CAS 8008-63-7  Lot 75H0449.) 

• Amilasa  (Sigma  A-3176 Lot 105H0281.) 

• Pancreatina (Sigma CAS 8049-47-6 Lot 56H0274.) 

 

 III.8. Reactivos para la determinación de glioxal, metilglioxal y dimetilglioxal.   

• Glioxal (Go, ethanedial, Fluka). 

• Metilglioxal (MGo, 2-oxopropanal, Sigma).  

• Diacetil (DMGo, butane-2,3-dione, dimethylglyoxal, Fluka).  

• Dietilglioxal (DEGo, hexane-2,3-dione, diethylglyoxal, Sigma). 
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•  4-Metoxi-o-fenilendiamina dihidroclorhídrico (4-metoxi-o-phenylenediamine 

dihydrochloride, Sigma ). 

 

 

También se utilizaron los siguientes reactivos sigma: 

• Ácido clorhídrico.  

• Ácido acético. 

• Fosfato dibásico de potasio. 

• Hidróxido de sodio.  

• 2-Mercaptoetanol. 

• Cloruro de sodio. 

• Trietilamina (TEA).   

• Acetonitrilo. 

• Metanol. 

 

III.9. Reactivos para la determinación de peróxido de hidrógeno.   

Equipo comercial (Amplex® Red Assay kit A22189) de Invitrogen.  

 

III.10. Reactivos para la síntesis y determinación de Pentosidina.   

Todos los reactivos utilizados en este apartado fueron provistos por Sigma-Aldrich. 

• Ribosa.  

• N-tBOC-Arginina. 

• N-tBOC-Lisina.  

• Ácido trifluoroacético.  

• Ácido heptafluorobutírico. 
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Capítulo IV 

 

 RESULTADOS Y DISCUSION 

 

 El tema principal del trabajo de tesis ha sido el desarrollo y aplicación de procedimientos 

analíticos, potencialmente útiles en estudios sobre la incidencia y progreso de la diabetes mellitus 

tipo 2, enfocándose principalmente  en el análisis de algunos componentes naturales y 

contaminantes potenciales del medio ambiente y de la dieta. Con base en la revisión bibliográfica 

y los resultados obtenidos anteriormente [258], se decidió enfocar una parte del trabajo en 

molibdeno y cobre que podrían jugar un papel específico en la enfermedad [12, 45, 98]. En las 

etapas posteriores, el estudio se centró en el análisis de productos finales de glicación avanzada y 

sus precursores.  

 

 

Capítulo IV.1.  

 

IV.1.1   Evaluación estadística de una posible asociación entre los niveles de metales/metaloides 

en aguas y la incidencia de diabetes mellitus 2 en el Estado de Guanajuato. 

 

 Iniciando con el aspecto regional del trabajo, la primera etapa se centró en la búsqueda de 

posibles asociaciones entre los niveles de metales/metaloides reportados en agua de pozos 

municipales del Estado de Guanajuato[8] y la incidencia de diabetes. Para ello, se realizó una 

búsqueda de datos sobre prevalencia de diabetes en nuestro estado en los años 2008 y 2009[94, 

95] y se utilizaron los datos del censo de población 2005 (cuando se realizó el estudio aún no 

estaban disponibles los datos del censo 2010)[259]. Los resultados obtenidos se presentan en la 

Tabla I.1, donde se puede observar que la distribución entre los municipios no es uniforme, de tal 

manera que en los municipios de Acámbaro, Santa Catarina, Pueblo Nuevo y Moroleón en los dos 

años incluidos en el estudio, la incidencia de la diabetes en toda la población fue claramente 

mayor que en el resto de los municipios. Por otro lado, tomando en cuenta la población en  edad 

productiva, la incidencia de la enfermedad fue mayor en los mismos municipios, pero también en 

Dolores Hidalgo y Villagrán. Para mayor claridad, en la Figura I.1, los municipios con más alta  

prevalencia de diabetes en los años 2008 y 2009 se marcan en el mapa del estado: con color verde 

una incidencia mayor a 0.5% y con rojo mayor a 0.7%.  Cabe mencionar que en Acámbaro y Santa 

Catarina se presentan aguas termales y el análisis de metales/metaloides indicó concentraciones 

relativamente elevadas de As, por ello parecía interesante explorar posibles causas de las 

diferencias en la prevalencia de diabetes entre municipios, haciendo  énfasis en el posible papel de 
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los llamados metales pesados. Con base en la revisión bibliográfica presentada en la revisión  

anterior, se tomaron en cuenta los niveles de arsénico, cadmio, cobre, cromo, hierro, manganeso, 

plomo y selenio, reportados en pozos municipales del estado.[8] 

 

 

Tabla I.1. Porcentajes de incidencia de diabetes con respecto al censo nacional de población 2005, 

en los municipios con mayor  incidencia en el estado. [94, 95]  

 

 Censo 

2005 

Porcentaje  

de diabetes 

Porcentaje 

de diabetes 

Rango  de 

15 a 64 años 

Porcentaje  de 

diabetes  de 

15 a 64 años 

Porcentaje  de 

diabetes  de 

15 a 64 años 

Municipio población Año    2009 Año    2008 Población Año    2009 Año     2008 

Acámbaro 101762 0.58 0.61 60281 0.73 0.81 

Atarjea 5035 0.34 0.40 2661 0.45 0.68 

Coroneo 10972 0.52 0.40 6324 0.76 0.54 

Cortazar 83175 0.49 0.41 50956 0.61 0.52 

Dolores H. 134641 0.27 0.46 75260 0.36 0.74 

Manuel D. 34313 0.49 0.39 19199 0.65 0.53 

Moroleon 46751 0.52 0.69 28894 0.60 0.83 

Ocampo 20579 0.32 0.42 10864 0.50 0.61 

Pueblo nvo. 9750 0.69 0.37 5828 0.93 0.46 

San José I. 59217 0.46 0.28 33679 0.70 0.40 

Sta.Catarina 4544 0.81 0.75 2391 1.21 1.05 

Villagrán 49653 0.48 0.50 29889 0.64 0.66 
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Figura I.1. Mapa político del estado de Guanajuato, en la que se marcan los municipios con 

incidencia relativamente elevada de diabetes en los años 2008 y 2009: en color verde se 

presentan los municipios con incidencia mayor a 0.5% y en rojo mayor a 0.7%, en por lo 

menos uno de los dos años ya sea en incidencia total o en población económicamente 

activa.  

 

 

 

 

 

 

En la Tabla I.2 se presentan en forma resumida los niveles de concentración de estos 

elementos, encontrados en el análisis de aguas de pozos en un estudio anterior[8].  
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Tabla I.2  Resultados de la determinación de elementos traza en agua potable de pozos 

municipales [8], se muestran los resultados de los pozos con concentraciones que superan 

el máximo nivel permisible acorde con la norma: NOM PROY-NOM.SSA1-250-2007. 

Elemento 
Máximo nivel 

permisible*, µg /L 

Concentración mínima 

encontrada 

Concentración máxima 

encontrada 

µg L
-1

 Sitio µg/L Sito 

As 10 <10 Varios 106 
Sta. Catarina    

(Nº 2) 

Cd 3 <0.1 Varios 0.6 
Silao               

(La Joyita) 

Cr 50 <0.2 Varios 18.1 
Abasolo 

(Lourdes) 

Fe 300 <4 Varios 4825 
San Luis de la Paz 

(Tanque la Caja) 

Mn 150 <0.5 Varios 3885 
Cortazar 

(Caracheo) 

Pb 10 <1 Varios 191 
Abasolo 

(Lourdes) 

Se 10 <10 Varios 224 
Irapuato             

( Nº 41) 

* Proyecto de NOM PROY-NOM.SSA1-250-2007, Agua para uso y consumo humano  

El análisis estadístico fue realizado utilizando el método de componentes principales (PCA – 

principal component analysis), con ayuda del paquete de software estadístico Unscrambler  7.5 

(Camo, Norway). En este método, los parámetros del sistema se presentan en una nueva y 

reducida dimensionalidad, determinada por los factores principales. Los modelos obtenidos 

permiten detectar posibles relaciones entre las variables, mediante su agrupación en  nuevas 

coordenadas del sistema, definidas por los componentes principales (PCs). Las variables 

consideradas para cada uno de los municipios fueron los niveles de concentración de elementos 

en aguas de pozo y la incidencia de diabetes para la población total y para la población en  edad 

productiva. Se construyeron varios modelos, eligiendo todos los parámetros y los municipios y, 

posteriormente eliminando algunos municipios y elementos (Mn, Fe, Se) con el fin de lograr el  

mayor porcentaje posible de descripción de la variabilidad de datos para los dos primeros PCs. En 

la Figura I.2 se presenta el modelo PCA obtenido. Se puede observar que los dos primeros 

componentes principales describen un 58 % de la variabilidad de los datos. Respecto al factor PC1, 

el arsénico está relacionado directamente con la incidencia de la diabetes, sugiriendo su 

asociación con esta enfermedad, de acuerdo con varios reportes anteriores[120, 197-199].   
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IV.1.2  Conclusiones. 

 

 En resumen, los resultados de este análisis multivariante sugieren una posible correlación 

entre la incidencia de  diabetes y la exposición de la población local a arsénico, mediante el 

consumo de agua de pozos municipales. En este sentido, en las regiones donde se presentan 

manantiales termales se detectaron niveles de concentración de As relativamente elevados en 

agua de pozos y también se registró una mayor incidencia de diabetes en los dos años de 

evaluación. Estos resultados, además de reforzar las evidencias sobre la importancia de algunos 

elementos traza en diabetes, parecen confirmar los reportes de diferentes estudios 

epidemiológicos anteriores, realizados en otras regiones geográficas [9].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.2 Modelo PCA obtenido en la evaluación de posibles relaciones entre elementos en aguas 

de pozos y la incidencia de diabetes en el estado de Guanajuato (“PID”, “PIDEA”  – promedio 

de la incidencia total e incidencia en la edad productiva, “% D 2008” y “% D 2009” – los 

porcentajes de incidencia en los dos  años respectivamente) 
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Capítulo IV.2 

 

IV.2.  Frijol como fuente dietética de molibdeno y cobre – estudio analítico 

 

IV.2.1 Introducción – Relevancia de Mo y Cu en diabetes. 

Hoy en día se conoce que en condiciones fisiológicas ocurren ciertas interacciones entre 

especies de molibdeno y cobre. Los estudios realizados in vitro y con modelos en ratas revelaron  

la formación de complejos ternarios estables entre  especies de tiomolibdatos y, tanto cobre libre, 

como unido a proteínas[17, 144, 190]. Los tiomolibdatos se utilizan actualmente en quelatoterapia 

de la enfermedad de Wilson para eliminar el exceso de cobre  acumulado en el hígado y el 

cerebro. Además, se ha descrito una enfermedad en animales rumiantes que se desarrolla con una 

alta exposición al molibdeno, llamada molibdenosis. Los estudios llevados a cabo en animales 

rumiantes revelaron que la ingesta excesiva de molibdeno crea alteraciones en el metabolismo de 

Cu en alces, que incluyen la reducción de la actividad de enzimas con cobre como ceruloplasmina, 

superóxido dismutasa en sangre y citocromo c oxidasa en miocardio [260]. Debido a eso se ha 

sugerido que un exceso de molibdeno provoca en estos animales la deficiencia secundaria de 

cobre, y como consecuencia un daño oxidativo y alteraciones al metabolismo de carbohidratos 

[190, 260, 261]. En un estudio reciente llevado a cabo en pacientes diabéticos reclutados en el 

centro de México, se  encontraron concentraciones elevadas de molibdeno y cobre en pacientes 

con diabetes avanzada y la eliminación de cobre a través de la orina se correlacionó directamente 

con los bio-marcadores de las complicaciones típicas de esta enfermedad [144, 189]. También se 

ha observado un aumento estadísticamente significativo (p<0.02) de la relación Cu / Mo en la 

orina con el progreso de la nefropatía, lo cual  sugiere que molibdeno ayuda a la remoción de  

cobre de los tejidos y a su posterior eliminación en la orina en pacientes con esta condición 

clínica[16] [144, 189]. Estos resultados indican que el antagonismo Mo-Cu podría estar involucrado 

en el desarrollo de complicaciones en la diabetes.  

 Dado que las legumbres son componentes importantes de la dieta de los mexicanos y estos 

vegetales contienen concentraciones de  molibdeno relativamente altas, parece interesante su 

evaluación como una fuente dietaría de este elemento  y también de cobre [186, 187, 191]. 

 

  Con los antecedentes que se acaban de describir, el objetivo de esta parte del trabajo ha sido 

evaluar la concentración de molibdeno y cobre en distintos tipos de frijol con el enfoque en su 

biodisponibilidad. Para ello, se llevó a cabo la determinación  de molibdeno y  cobre total en 

cuatro  diferentes tipos de frijol, mediante  espectrometría de masas con ionización en plasma 

acoplado inductivamente (ICP-MS). Asimismo, se implementó un esquema de fraccionamiento con 

el fin de evaluar la distribución de los elementos entre el agua de remojo, los frijoles cocidos y el 
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caldo de los mismos. En la segunda parte del estudio se aplicó un modelo gastrointestinal in vitro  

para evaluar cuál es la fracción del total de los elementos en frijol cocido que es susceptible de ser 

absorbida en el tracto digestivo [262, 263].  

 

IV.2.2. Materiales y métodos. 

Para la determinación de metales y metaloides se utilizó un equipo de espectrometría de masas 

con plasma acoplado por inducción ICP MS Agilent 7500ce.  En todos los análisis se usó agua 

desionizada (18.2 MΩ cm, Labconco, USA), también se utilizó el estándar ambiental para aguas 

Agilent 1643D; todas las mineralizaciones se realizaron con ácido nítrico ultra puro (Trace select, 

Fluka) y con peróxido de Hidrogeno (30%) J.T.Baker y asimismo se preparó estándar interno con la 

siguiente concentración: In  10 μg/L, Li  50 μg/L, Y 10 μg/L,  Bi 10 μg/L, Sc 25 μg/L,  y Rh 10 μg/L. 

Para la prueba de biodisponibilidad se utilizaron los siguientes reactivos Sigma: pepsina, sales 

biliares, amilasa  y pancreatina. 

 

IV.2.2.1 Muestras 

 Se analizaron cuatro tipos de frijol: negro, pinto, flor de mayo y peruano, cada uno de ellos fue 

comprado por lo menos en dos diferentes mercados locales obteniéndose dos lotes de muestras 

para cada uno de los frijoles. Se tomaron las muestras de material crudo y los frijoles cocidos, 

obtenidos siguiendo la manera típica de su preparación (el frijol crudo fue cocido en agua 

desionizada a 70°C en vasos de precipitados, cuando se alcanzó la ebullición se mantuvo por 2.5 

horas hasta que el frijol queda suave al tacto). Las muestras de material crudo fueron molidas y las 

de frijol cocido homogenizadas y liofilizadas. Asimismo se llevaron a cabo las determinaciones en 

agua de remojo y en caldo.  

 

    Para el esquema de fraccionamiento se siguió el procedimiento típico de preparación, se 

tomaron muestras de aproximadamente 2 g de cada tipo de frijol, se remojaron en 40 mL de agua 

desionizada por una noche en vasos de precipitado, después se retiraron los frijoles para su 

cocción, se midió el volumen del agua de remojo y se conservó esta parte para el análisis ICP-MS. 

A los frijoles después de su remojo se les agregaron 40 mL de agua para su cocción, una vez 

cocidos (2.5 horas) y enfriados, se filtró la mezcla conservando el caldo para el análisis ICP-MS. Los 

frijoles cocidos fueron pesados, homogenizados, liofilizados y finalmente pesados.  

 

IV. 2.2.2 Tratamiento de muestras para el análisis de metales totales  

Se pesaron (por triplicado) 0.5 g de material crudo y molido, y 50 mg de frijol cocido y liofilizado, 

estas alícuotas se colocaron en tubos de ensayo de vidrio (previamente lavados con HNO3 al 10% y 

con agua desionizada); a cada uno de los tubos  se les agregaron 200 µL del estándar interno (115In, 

1.25 µg/L), 2 mL del ácido nítrico concentrado, 3 mL de H2O y 1 mL de peróxido de hidrógeno al 

30%. Las condiciones de la digestión fueron las siguientes: Se adicionaron 2 mL de HNO3, se 

calentó a 70 °C por un periodo de 30 minutos. Después de eso, las muestras se calentaron a 125 °C 
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por 2 horas. Finalmente se adicionó 1 mL de H2O2 calentándose a 125 °C por media hora.   Después 

del enfriamiento se completó el volumen a 6 mL con agua desionizada y, luego de una  

centrifugación las soluciones fueron introducidas al ICP-MS. Cada una de las series fue corrida con 

un blanco en paralelo. Las muestras de agua de remojo y de caldo fueron centrifugadas, diluidas 

con el agua desionizada e introducidas al sistema ICP-MS. 

 

IV.2.2.3 Modelo gastrointestinal 

  Se pesaron (por triplicado) 1 g de cada muestra de frijol cocido y liofilizado y se colocaron en 

vasos de precipitado de vidrio (previamente lavados con HNO3 al 10 % y con agua desionizada), se 

les agregaron 4 mL de una solución de pepsina al 1%, se ajustó el pH 1.8 con HCl 2N y las muestras 

fueron incubados a 37 °C por una hora (este paso equivale al paso del bolo alimenticio por el 

estómago)[262, 263].  A continuación se cambió el pH a 6.05 con una solución saturada de 

NaHCO3 (para inhabilitar la pepsina), se agregaron 4 mL de una solución de pancreatina al 3%, 

amilasa al 1% y sales biliares al 0.15% y se incubaron a 37° por 5 horas (este paso equivale al paso 

de los alimentos en el flujo intestinal)[262, 263].  A  1 mL del volumen del sobrenadante se le 

agregó estándar interno, y se mineralizó siguiendo el proceso descrito anteriormente. Se completó 

el volumen a 5 mL, las muestras se centrifugaron y se tomaron 1000 µL del sobrenadante para su 

dilución 1:5 con agua desionizada y se introdujo al ICP-MS. 

 
IV.2.2.4 Determinación de elementos por ICP-MS 

 Para la determinación de elementos por ICP-MS, se utilizó un equipo modelo 7500ce de 

Agilent Technologies, equipado con cuadrupolo como filtro de masas, la celda de colisión/ 

reacción, automuestreador y controlado mediante el paquete Chemstation. Asimismo, se 

utilizó un nebulizador concéntrico Meinhard y cámara de rociado tipo Peltier (2°C).  Las 

condiciones del equipo fueron las siguientes: Potencia RF: 1500W, gas acarreador: 0.9 

L/min, gas nebulizador: 0.35 L/min, flujo de Argón: 15 L/min. Para eliminar interferencias 

poliatómicas, se utilizó la celda de colisión reacción con un flujo de helio de 3.5 mL/min, 

manteniendo la respuesta para óxidos y dobles cargas inferior a 2%. En el modo de análisis 

cuantitativo, se monitorearon los isótopos Cu75 y Mo111 con un tiempo de integración de 

300 ms por isótopo (115In como estándar interno). En lo que respecta al análisis del 

contenido total de elementos traza, cobre y molibdeno por ICP-MS, la selección de los 

parámetros instrumentales se realizó mediante el procedimiento de tuning utilizando una 

solución que contiene  Li,  Y,  Tl y  Ce en concentraciones de 1μg L-1.  La cuantificación se 

llevó a cabo mediante el método de regresión lineal, utilizando seis niveles de 

concentración del estándar multielemental para muestras medioambientales consistente 

de: 100 mg/L Fe, K, Ca, Na, Mg; 10 mg/L Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, 

Se, Tl, V, Zn, U en 10% HNO3, Agilent Technologies. Se realizaron tres determinaciones 

para cada una de las muestras, reportándose los valores promedios con sus  respectivos 
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valores de desviación estándar.  Para examinar la exactitud de los resultados analíticos 

obtenidos en muestras reales, se llevó a cabo la determinación de elementos en  material 

de referencia certificado (NIST 1643d, Trace Elements in Water). 

 

IV.2.3 Resultados y discusión.  

    En el contexto del posible papel de molibdeno en el desarrollo de las complicaciones de la 

diabetes sugerido anteriormente[189], las interrogantes a responder en este trabajo fueron las 

siguientes: 

- ¿Podría ser el frijol una fuente dietética importante  de Mo? 

- ¿Existen diferencias importantes entre el estatus de Mo y Cu en diferentes tipos de legumbres? 

- ¿Existe alguna interacción entre las formas de Mo y Cu en frijol? 

-  ¿Puede el Mo ser considerado un factor de riesgo en el desarrollo de las complicaciones en 

diabetes? 

En cuanto a las legumbres como fuentes dietéticas de Mo, cabe señalar que el molibdeno es 

cofactor de las enzimas responsables por la asimilación y metabolismo de nitrógeno en plantas, 

por lo que es de esperar su alto contenido en  vegetales ricos en proteínas tales como legumbres 

[187]. Es por ello, que inicialmente se eligieron para el trabajo las principales legumbres 

consumidas en México: cuatro tipos de frijol, lentejas y habas.  

 En primera instancia, se procedió con la determinación de Mo total en el material crudo y en 

agua de remojo para descartar que el Mo se elimine de los granos mediante solubilización, 

durante esta etapa típica de su preparación. Este análisis se realizó en el primer lote de muestras. 

En la Tabla II.1 se presentan los resultados obtenidos, donde se pueden observar niveles de 

concentración de Mo relativamente altos en haba, lenteja y frijol peruano, de acuerdo con los 

datos reportados para frijol alemán[186]. Asimismo, los resultados obtenidos en el análisis de agua 

de remojo indican que en esta etapa se solubiliza de  1% a 9% del contenido total en granos, por lo 

que el procedimiento casero no permite disminuir la cantidad de Mo ingerida. 

 

 

Tabla II.1. Concentración de Mo en 

legumbres crudas y en agua de remojo 

(primer lote de muestras, los resultados se 

presentan como microgramos de 

molibdeno por 1 g de legumbre cruda, 

molida y seca). 

 

 

Legumbre Mo mg/kg Agua de remojo 
Mo µg/kg 

Flor de mayo 4.95  +  0.11 0.035 +  0.003 

Pinto 4.57  +  0.36 0.067 +  0.001 

Negro 3.51  +  0.27 0.082 +  0.007 

Peruano 9.04  +  0.22 0.812 +  0.036 

Haba 9.36  +  1.44 No se remojó. 

Lenteja 8.08  +  0.37 No se remojó. 
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 A continuación, se decidió limitar el estudio a los cuatro tipos de frijol, ya que para esta legumbre 

se observaron importantes diferencias en los niveles de concentración de molibdeno, 

dependiendo de la variedad. Se utilizó el segundo lote de las muestras y se procedió con el 

procedimiento de remojo y cocción tal como se describe en la parte experimental.  

 

 Los resultados obtenidos en el análisis de molibdeno total en diferentes tipos de frijol crudo, 

en frijol cocido, en agua de remojo y en el caldo se presentan en la Tabla II.2. Aunque los 

resultados obtenidos para  frijol crudo fueron diferentes entre dos lotes de muestras (Tabla II.1 y 

Tabla II.2), en cada uno de ellos se puede observar la misma tendencia: la concentración más alta 

de Mo fue encontrada en  frijol peruano, la más baja en  frijol negro, mientras los frijoles flor de 

mayo y pinto contenían concentraciones similares, casi dos veces más bajos que en frijol peruano. 

En el caso del segundo lote (Tabla II.2),  la concentración total de Mo en frijol negro fue 3.7 veces 

más baja respecto a frijol peruano.  

 Con base en los resultados presentados en Tabla 5, se calculó la recuperación de molibdeno 

(R) en el procedimiento de fraccionamiento, utilizando la siguiente fórmula: 

 

R = [(AR) + (C) + (FC)]/(T) • 100 % 

 

Donde (AR), (C), (FC), (T) corresponden a la concentración de Mo en agua de remojo, en  caldo, en 

frijol cocido y en frijol crudo después de la digestión con ácido nítrico, respectivamente. La masa 

del frijol crudo tomado para el fraccionamiento (AR, C, FC) y para el análisis del contenido total (T) 

fue de 2 g; todos los valores de concentración corresponden a microgramos de Mo por un gramo 

de masa seca de frijol crudo.  

 

Tabla II.2. Las concentraciones de molibdeno en µg/g ± DE (n = 3) encontradas en agua de remojo, 

caldo, en frijol cocido, suma de resultados, concentración en frijol crudo y el porcentaje 

de recuperación  en el procedimiento de fraccionamiento respecto a la determinación 

del contenido total mediante la digestión de la muestra. Todos los valores se expresan en 

relación a la masa seca del frijol crudo y molido. 

 

Tipo de frijol AR, 

µg Mo/g 
C, µg Mo/g FC, µg Mo/g 

(AR+C+FC), µg 

Mo/g 
T, µg Mo/g R, % 

Flor de mayo 0.15 + 0.02 0.60 + 0.01 5.07 + 0.89 5.82 7.29 + 0.87 79.8 

Pinto 0.22 + 0.01 1.19 + 0.01 7.63 + 1.37 9.04 7.89 + 1.30 114.6 

Negro 0.19 + 0.01 0.62 + 0.09 2.73 + 0.37 3.54 3.57 + 0.31 99.2 

Peruano 1.61 + 0.06 9.65 + 0.23 3.22 + 0.57 14.48 13.38 + 1.41 108.2 

AR: Agua de remojo. C: Caldo. FC: Frijol cocido. T: Frijol crudo. R: Porcentaje de recuperación. 
(AR+C+FC): Suma de resultados. 
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 Con base en tres réplicas independientes del análisis de contenido total y del 

fraccionamiento, para los cuatro tipos de frijol del segundo lote, los valores de recuperación 

fueron en el intervalo de 79.8 % a 114.6 % (Tabla II.3), lo que confirma la calidad aceptable de los 

resultados obtenidos en los dos procedimientos para Mo. Estos resultados indican que el proceso 

de remojo elimina solamente una pequeña parte del contenido total de molibdeno del frijol flor de 

mayo, frijol pinto y frijol negro (2.6%, 2.4%, 5.4% respectivamente). En el proceso de cocción se 

solubiliza una cantidad un poco mayor del elemento (10.3%, 13.2%, 17.5%), mientras que la 

distribución relativa en la fracción de frijol cocido es la más alta (87.1%, 84.4% y 77.1%).  

 

 De manera similar como para Mo, se evaluó la distribución relativa de cobre en  frijol cocido 

respecto a su concentración total en el material crudo. Los resultados obtenidos para los dos 

elementos se presentan en la Figura II.1, parece interesante que el decremento del porcentaje de 

Mo total en frijol cocido aparentemente está asociado con un aumento relativo del porcentaje de 

cobre en esta fracción, lo que sugiere un tipo de antagonismo entre los dos elementos en frijol.  

 

Figura II.1. Fracciones de Cu 

y Mo encontrados en el 

frijol cocido (FC) respecto al 

contenido total de cada uno 

de los elementos en el frijol 

crudo (T), evaluadas en 

cuatro diferentes tipos de 

frijol. 

 

 

 Para evaluar la biodisponibilidad de molibdeno y de cobre en frijoles, se utilizó un modelo de 

tracto digestivo in vitro; con ello se obtuvo la simulación del proceso de digestión de los frijoles 

cocidos. Se ha adoptado el esquema de la enzimólisis descrito en la parte experimental, en donde 

la primera etapa corresponde a las condiciones en el estómago y la segunda simula las condiciones 

del intestino. Las concentraciones de los elementos encontradas en el sobrenadante a final del 

proceso se tomó como la fracción potencialmente biodisponible[262, 263]. Como ya fue 

mencionado, esta parte del estudio se realizó con  frijoles cocidos, tomando la muestra después 

de la homogenización y liofilización. En la Tabla II.3 se presentan los resultados obtenidos, 

marcando con F las concentraciones de elementos en frijol cocido y con S las concentraciones en 

los sobrenadantes de la enzimólisis, en ambos casos los valores corresponden a microgramos de 

elemento por un gramo de frijol cocido y liofilizado. Con base en estos resultados se evaluó el 

porcentaje correspondiente a la fracción biodisponible en el frijol cocido (B): B = S/F • 100 % y los 

valores obtenidos se presentan en la misma Tabla II.3 tanto para Mo como para Cu.  
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Es importante resaltar que la concentración más alta de Mo fue encontrada en frijol peruano 

cocido, en concordancia con los resultados del experimento anterior (Tabla II.2). En cuanto al 

porcentaje de biodisponibilidad de Mo, el valor más alto fue encontrado también para el frijol 

peruano (72.4%),  seguido por el frijol pinto (39.7%) y flor de mayo (36.1%), mientras que la 

biodisponibilidad en frijol negro fue relativamente más baja (19.1%). Estos resultados junto con los 

presentados en la Tabla II.2 indican que, dependiendo del tipo del frijol, varía el contenido total de 

Mo de lo que depende sin duda su distribución relativa entre AR, C y FC así como la 

biodisponibilidad. En este sentido, entre los cuatro tipos de frijoles del estudio, el frijol pinto 

parece ser la mejor fuente de Mo, mientras que el negro proporciona una cantidad relativamente 

inferior de este elemento.  

Tabla II.3. Las concentraciones de Mo y Cu en frijol cocido liofilizado (F) y en el sobrenadante de 

enzimólisis (S), ambos valores como µg del elemento por 1 gramo de frijol cocido liofilizado y con 

sus respectivos DE (n = 3). Se presenta también el porcentaje de biodisponibilidad (B = S/F • 100 

%). Las muestras corresponden al lote 2 de muestras. 

Tipo de frijol 
Molibdeno Cobre 

S, µg Mo/g F, µg Mo/g B, % S, µg Cu/g F, µg Cu/g B, % 

Flor 0.79 + 0.04 2.19 + 0.39 36.1 2.09 + 0.47 3.66 + 0.57 57.1 

Pinto 1.26 + 0.10 3.17 + 0.57 39.7 2.12 + 0.20 3.29 + 0.56 64.4 

Negro 0.21 + 0.06 1.1 + 0.15 19.1 2.64 + 0.95 3.76 + 0.58 70.2 

Peruano 0.92 + 0.11 1.27 + 0.22 72.4 3.78 + 0.19 6.62 + 0.68 57.1 

 

 En cuanto al otro elemento de interés, de las cuatro variedades examinadas el frijol peruano 

resultó tener la concentración de cobre más alta (6.62 µg/g), mientras que otros tres tipos de frijol 

contenían concentraciones de Cu relativamente más bajas pero similares (3.29 – 3.76 µg/g). 

Asimismo, el más alto porcentaje de biodisponibilidad de Cu se encontró en el frijol negro (70.2%), 

seguido por el frijol pinto (64.4%) y los frijoles flor de mayo y peruano (57.1%). Por otro lado, los 

resultados presentados en la Tabla II.3 parecen aludir a que exista algún tipo de antagonismo 

entre Cu y Mo, ya que un porcentaje bajo de biodisponibilidad de Mo en frijol negro (19.1 %) está 

acompañado por el más alto porcentaje de biodisponibilidad para Cu (70.2 %). Se llevó el análisis 

estadístico de correlación entre los valores B para los dos elementos en cuatro tipos de frijol, 

obteniéndose un alto valor de coeficiente de correlación inversa -0.9834 (p = 0.107), lo que parece 

sostener la hipótesis de una relación antagonista entre estos dos elementos en planta de frijol. 

Asimismo, el grupo de la Dra. Ma Eugenia Garay Sevilla realizó una encuesta entre pacientes 

diabéticos y la frecuencia con la que ingerían ciertos alimentos, con los datos recabados, se realizó 

un análisis de componentes principales (Figura II.2) que arrojó como resultado una correlación 

entre los pacientes diabéticos con complicaciones, y la frecuencia con la que consumían refresco, 



 

    52 

 

azúcares y frijoles.  Este resultado es muy interesante,  ayuda a soportar la hipótesis de que el 

frijol es una fuente dietaría importante de molibdeno, y sugiere que pudiera ser un factor de 

riesgo potencial para pacientes diabéticos con complicaciones. En los resultados obtenidos en la 

Tabla II.3, hay diferencias claras en la biodisponibilidad de molibdeno entre diferentes tipos de 

frijol, y con base en un estudio que evalúa la toxicidad de molibdeno en humanos[264],  se 

establece que la ingesta diaria tolerable de molibdeno es de 0.009mg /kg día y que en sujetos con 

una ingesta dietaría de 0.022 mg /kg día se observaba un incremento en la excreción urinaria de 

cobre.  De esta manera,  para un adulto de 70 kg, la ingesta de 100 g de frijol negro proveen 0.005 

mg/kg día, por debajo de la ingesta diaria tolerable, pero, esos mismos 100g de frijol peruano 

proveen 0.019 mg/kg día, lo cual está muy cercano al valor en el que se observa un incremento en 

la excreción urinaria de cobre. Tomando en cuenta que 100 g de frijol es una ingesta modesta para 

un adulto de 70 kg, este estudio sugiere que la ingesta de frijol podría ser un factor de riesgo 

potencial para pacientes diabéticos con complicaciones.  

 

Figura II.2 Modelo PCA obtenido en la evaluación de posibles relaciones entre ingesta dietaría y  

pacientes diabéticos en el estado de Guanajuato. 
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IV.2.4. Conclusiones. 

Los resultados presentados en este documento confirman que el frijol mexicano contiene 

concentraciones relativamente altas de molibdeno; sin embargo, estas concentraciones varían 

dependiendo del tipo de frijol. Aparentemente, el frijol peruano proporciona una mayor cantidad 

de molibdeno entre las cuatro variedades estudiadas, mientras que el frijol negro contiene 

concentraciones relativamente bajas de este elemento. Los resultados de determinación de 

molibdeno en fracciones recolectadas durante el procedimiento de cocción y en el sobrenadante 

de enzimolisis muestran diferencias en la solubilidad y biodisponibilidad de las formas de este 

elemento presentes en las cuatro variedades de frijol. En este sentido, el frijol pinto podría ser la 

mejor fuente dietética de Mo entre los cuatro tipos de frijol estudiados, mientras que el frijol 

negro parece proporcionar cantidades relativamente bajas entre estos frijoles. El análisis 

comparativo de los resultados obtenidos para Mo y Cu en los cuatro tipos de frijol, sugieren que 

existe un tipo de antagonismo entre los dos elementos en estas legumbres. Tomando en cuenta 

los resultados del estudio estadístico realizado, estos sugieren que la ingesta reiterada de frijol 

podría ser un factor de riesgo potencial para pacientes diabéticos con complicaciones. 
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Capítulo IV.3 

 

IV.3. Avances en el desarrollo de los procedimientos analíticos para la determinación                      

de los AGEs  y  sus precursores 

 

IV.3.1. Síntesis, purificación y determinación de pentosidina en matrices biológicas. 

 Introducción 

En el contexto de la diabetes, la consecuencia directa de la hiperglucemia es la formación 

de enlaces químicos entre glucosa y las bio-moléculas (aminoácidos, ácidos nucleicos, péptidos y 

proteínas entre otros.), descrita como glucosilación no enzimática (glicación) (Figura III.1). Dicha 

glicación altera las funciones biológicas de proteínas y  ácidos nucleicos, estos productos de 

glicación se almacenan en diferentes compartimientos del organismo provocando daños 

irreversibles en diferentes tejidos, órganos y sistemas. Debido al acceso de la glucosa a diferentes 

compartimientos del organismo, la glicación ocurre tanto en el espacio extracelular como dentro 

de las células. La formación de AGEs y su acumulación son procesos que ocurren normalmente 

durante el envejecimiento del organismo. Sin embargo, son significativamente acelerados en 

diabetes[265].  Los AGEs constituyen un grupo heterogéneo, muy complejo de compuestos y, 

como ya se mencionó, son formados mediante las reacciones no enzimáticas de azúcares 

reductores con bio-moléculas. Los productos intermedios de estas reacciones se conocen como 

compuestos de Amadori, mismos que a través de una serie de reacciones son transformados de 

manera irreversible en los productos de glicación avanzada (AGEs).  Dependiendo de las 

condiciones de reacción, se han descrito diferentes rutas para su formación, mismas que se 

presentan  de manera global en la Figura 2 (página 29). La ruta clásica (re-arreglo Amadori) 

involucra una etapa de oxidación y sus productos son N-ε-(carboximetil)-lisina (CML) y 

pentosidina(Figura 2)[40]. 

Puesto que los AGEs se forman de manera irreversible, su acumulación y daño a la 

estructura es proporcional a la vida media de la proteína.  Como ejemplo, la formación de los AGEs 

en el colágeno de las paredes de vasos conduce al entrecruzamiento entre moléculas de esta 

proteína lo que lleva a un aumento del grosor y rigidez de la pared. Además, los AGEs forman 

entrecruzamientos entre el colágeno y las proteínas del torrente sanguíneo, lo que resulta en la 

formación de placas y pérdida de elasticidad de vasos[266, 267].  Así, el efecto de los procesos de 

glicación en el colágeno ha sido relacionado con enfermedades del sistema circulatorio tales como 

hipertensión, arterioesclerosis, etc. [265, 268, 269] Cabe mencionar que, el principal daño por los 

AGEs en pacientes diabéticos ocurre en tejidos y órganos ricos en colágeno (La pentosidina fue 

aislada por primera vez del colágeno humano por Sell y Monnier y posteriormente encontrada en 
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una gran variedad de tejidos[225]), donde el acceso de la glucosa no está regulado por la insulina 

tales como el riñón, la retina y el endotelio vascular[36, 39]. 

Figura III.1. Esquema 

de la formación de 

los AGEs, mediante 

la reacción de 

Maillard. 

 

 

La pentosidina es uno de varios  AGEs caracterizados químicamente, está presente en varios 

tejidos como piel, riñones, cartílago, aorta, etc[270]. Además se ha observado su acumulación con 

el progreso de la diabetes y sus complicaciones[38, 226, 227]. Se ha demostrado también la 

presencia del mismo compuesto en alimentos [228-232] y, es considerada un marcador químico 

del tratamiento térmico de alimentos[233].  Lo cual es necesario destacar, ya que hay algunos 

estudios donde se llevó a cabo la determinación de pentosidina en alimentos y en fluidos/tejidos 

biológicos con el fin de buscar posibles correlaciones entre la ingesta de los AGEs exógenos y el 

desarrollo de  complicaciones en la diabetes [226, 227, 234].  

Como ya se mencionó en la introducción, la búsqueda de métodos para la determinación de 

AGEs es uno de los tópicos de interés no sólo local o regional, su búsqueda es relevante a nivel 

mundial[224], de esta forma es importante contar con  procedimientos selectivos, basados en la 

separación cromatográfica y la cuantificación de los compuestos.  En particular, se define como 

uno de los enfoques de este estudio, desarrollar nuevos procedimientos analíticos para la 

determinación de pentosidina en muestras clínicas.  Además de ensayos inmunoquímicos[235, 

236], la pentosidina ha sido determinada mediante diversos procedimientos analíticos, 

aprovechando sus propiedades fluorescentes [237, 238]. Entre las diferentes dificultades que 

presenta su determinación están la falta de un estándar comercial de pentosidina,  sus  bajas 

concentraciones  y  la complicada matriz química en la que se encuentra presente[271], lo que 

conlleva típicamente el uso de pre tratamientos caros y laboriosos, para preconcentrar el 

analito[271-273] y eliminar interferentes, además de largos tiempos de separación(Tabla III.1). 

Como ya ha sido mencionado, la pentosidina es un compuesto representativo para AGEs exógenos 

y endógenos, por lo que ha sido utilizado para evaluar una posible asociación entre la ingesta de 

AGEs y el desarrollo de las complicaciones en diabetes [226, 227, 234]. En este sentido, uno de los 

objetivos particulares del presente trabajo es poner a punto el procedimiento analítico para la 

determinación de pentosidina por cromatografía de líquidos y demostrar su utilidad en el análisis 

de muestras clínicas. El estándar de pentosidina no está disponible comercialmente, por lo que en 

primer lugar fue necesario llevar a cabo su síntesis, purificación y caracterización cuantitativa. 
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Tabla III.1. Algunos ejemplos de procedimientos cromatográficos con detección fluorimétrica,       

reportados en la literatura para la determinación de pentosidina en muestras biológicas. 

*SPE: extracción en fase sólida; CF1 y CC31: SPE modificado con celulosa y celulosa esférica respectivamente. 

 

En la introducción se menciona que la pentosidina es un compuesto representativo para AGEs 

exógenos y endógenos, por lo que ha sido utilizado para evaluar una posible asociación entre 

ingesta de AGEs y desarrollo de las complicaciones en diabetes [226, 227, 234]. En este sentido, 

uno de los objetivos particulares del presente trabajo es poner a punto el procedimiento analítico 

para la determinación de pentosidina por cromatografía de líquidos y demostrar su utilidad en el 

análisis de muestras clínicas. El estándar de pentosidina no está disponible comercialmente, por lo 

que en primer lugar fue necesario llevar a cabo su síntesis, purificación y caracterización 

cuantitativa. 

IV.3.2. Materiales y métodos. 

 Para la síntesis se utilizaron los siguientes reactivos Sigma-Aldrich: ribosa, N-tBOC-Arginina, N-

tBOC-Lisina, tampón de fosfatos 0.5 M, pH 8.0 y  ácido trifluoroacético. En la etapa de la 

purificación, se utilizó el cromatógrafo de líquidos modelo 1200, de Agilent Technologies con 

Año Referencia Muestra 

biológica 

Pre tratamiento Tiempo de corrida 

cromatográfica 

Límite de 

detección 

2012 Braun [271] Orina y suero. Hidrólisis ácida (16h a 105°C).    

Purificado (SPE-CC31). 

Pre concentrado. 

30 min 2.7 nmol 

2006 Spacek [272] Orina Purificado (SPE). 

Pre concentrado. 

30 min 17.6 fmol 

2008 Kageyama[273] Orina, suero y 

tejidos. 

Hidrólisis ácida(18h y 110°C). 

Purificado (SPE). 

Pre concentrado. 

26 min 1.6 pmol 

2010 Vos [274] Orina Sin pre tratamiento. 30 min No 

especifica 

2003 Tsukuhara[270] Orina Purificado (SPE CF-1). No especifica 28 pmol 

2012 Este trabajo Orina Sin pre tratamiento.             20 min     30 pmol 
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T-BOCT-BOC

+ +

detector espectrofotométrico con arreglo de diodos y detector espectrofluorimétrico, con la 

columna TSK-gel GMPVXL de TOSOHAAS, 7.8mm x 300mm, 13μm.             

  Para el desarrollo del procedimiento, se utilizó la orina de un voluntario sano. Las muestras de 

orina de los pacientes diabéticos provenían de un estudio clínico realizado en el Departamento de 

Ciencias Médicas de la División de Ciencias de Salud, de la Universidad de Guanajuato (Dr. Carlos 

Kornhauser Araujo). Este estudio no forma parte del presente trabajo, por lo que no se describe a 

detalle. Cabe mencionar sin embargo, que participaron ocho pacientes diagnosticados con 

nefropatía diabética, a los que se administró telmisartan  (un antagonista del receptor AT1 de la 

Angiotensina II).  

  Para la determinación cromatográfica de pentosidina, se toma una alícuota de 200 μL de cada 

muestra, se deposita en un tubo eppendorff, se centrifuga a 1000xg durante 10 minutos y se 

recolecta el sobrenadante (este paso es necesario para eliminar un posible precipitado). El 

sobrenadante (160 μL) se trasfiere a otro tubo, se agregan 40 μL del ácido heptafluorobutírico 100 

mM y se repite la centrifugación. Finalmente, el sobrenadante se transfiere a un  vial del auto 

muestreador para su inyección al sistema HPLC.  De ser necesario, las muestras se diluyen hasta 

cuatro veces para ajustar la señal analítica al intervalo de calibración (0.1- 2.0 pM).  Las 

condiciones del análisis cromatográfico se presentan en la tabla III.2. 

IV.3.3. Resultados y discusión. 

 La síntesis se llevó a cabo con base en el procedimiento reportado por Grandhee y col.[275], 

haciendo algunas modificaciones. Para ello, se preparó una mezcla de 150.1 mg de ribosa de 

pureza de 99%, 246.3 mg de N-tBOC -Lisina al 99% de pureza y 274.3 mg de N-tBOC-Arginina de 

95% de pureza, misma que se disolvió en 2.5 mL del tampón de fosfatos 0.5 M, pH 8.0 y se dejó 

incubar durante seis días en 65°C (Fig. III.2). De esta manera, además de un azúcar reductor 

(ribosa), los sustratos fueron los aminoácidos lisina y arginina, ambos protegidos en el nitrógeno α 

con un grupo t-butiloxicarbonilo (t-BOC), esto con el fin de evitar la participación de este grupo 

amino en la reacción. La eliminación de los grupos t-BOC del producto obtenido se obtuvo 

mediante la hidrólisis ácida con el ácido trifluoroacético 2 M, durante 2 horas. 

 

 

 

Figura. III.2.  Sustratos para la síntesis de la pentosidina 

Finalmente, la mezcla se evaporó hasta sequedad (SpeedVac, 60-70 °C, 2 h) y el residuo 

obtenido se re-disolvió en 1.5 mL de agua desionizada. La purificación de la pentosidina se obtuvo 
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mediante cromatografía preparativa, en la columna de exclusión por tamaño molecular TSK-gel 

GMPVXL de Tosohaas, 7.8 mm x 300 mm, 13 μm, la fase móvil fue el ácido fórmico 10 mM con el 

flujo total 0.7 mL/min, con detección espectrofotométrica en 325 nm (ref. 420 nm) y detección 

espectrofluorimétrica (λex=325 nm y λem=385 nm)[238]. En la Fig.III.3a se presenta el 

cromatograma correspondiente, observándose la elución de dos fracciones de masas moleculares 

con la detección UV. En la Figura Fig.III.3b se presenta el mismo cromatograma, pero registrado 

utilizando la detección espectrofluorimétrica, donde queda confirmada la elución de la 

pentosidina en la región de alta masa molecular (máximo del pico corresponde a 13.63 min). Se 

recolectó la fracción de la columna correspondiente a la elución de la pentosidina entre 12.2 min y 

15.0 min, se  evaporó utilizando SpeedVac y el residuo sólido se re-disolvió en 1.5 mL de agua 

desionizada.  Con el fin de utilizar la pentosidina sintetizada como estándar para la cuantificación 

del compuesto en diferentes tipos de muestra, se tenía que demostrar la pureza del compuesto y 

determinar la cantidad que se obtuvo (concentración molar en la solución final de 1.5 mL). Para 

ello, se registró el espectro de absorción de la solución reconstituida de la pentosidina purificada 

en la región 225 – 400 nm, mismo que se presenta en la Figura III.4. Como se puede observar, el 

máximo de la banda de absorción corresponde a 315 nm, de acuerdo con el espectro de 

pentosidina reportado por Slowik-Zylka [238] . En este mismo trabajo citado se evaluó el valor del 

coeficiente de absortividad molar ε = 4522 L mol-1 cm-1 (λmax = 315 nm).  

 

Con base en este valor y el valor de absorbancia de la solución en 315 nm (A = 0.394 AU), 

se calculó la concentración molar de la solución obtenida, empleando la ley de Lambert-Beer.  

 

A = ε•b•c       

 

 

   c = A/(ε•b)   

 

 

c = 0.394/(4522 L /(mol •cm • 1 cm))  

 

 

c= 87 μmol/L  
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Figura  III.3. Cromatograma de la purificación de pentosidina sintetizada y desprotegida (columna 

TSK-gel GMPVXL): (a) – detección espectrofotométrica, (b) detección fluorimétrica[238]. 

 

 

 

 

 



 

    60 

 

Longitud de onda, nm

250 275 300 325 350 375 400 425

A
b

so
rb

an
ci

a,
 m

A
U

100

200

300

400

500

600

700

0

225 450

 

 

 

 

 

 

Figura III.4. Espectro de absorción de la solución de pentosidina.  

 

  Esta solución se conservó para su uso como solución patrón para el  proceso de calibración en la 

determinación de la pentosidina por cromatografía líquida de alta resolución con detector de 

fluorescencia (HPLC-FLD), mediante la preparación de un estándar intermedio con concentración 

20 nM y diluciones sucesivas para obtener el rango de calibración 0.1-2.0 nM.  Para la separación 

cromatográfica, fue necesario asegurar la resolución de la pentosidina de otros compuestos 

fluorescentes potencialmente presentes en muestras de orina. Debido a la alta polaridad del 

soluto, la separación se llevó en presencia de ácido heptafluorobutírico (HFBA) para formar pares 

iónicos y obtener la separación en la columna de fase inversa. En los experimentos preliminares, 

se emplearon las condiciones reportadas en un estudio anterior[276], observándose la elución de 

varios compuestos fluorescentes sin lograr la separación hasta línea base del pico de pentosidina. 

Se probaron diferentes condiciones de elución, variando la concentración de HFBA, de metanol y 

acetonitrilo, así como del flujo total en la columna. Con base en los resultados obtenidos, se 

establecieron las condiciones finales que se resumen en la Tabla III.2.  
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Tabla III. 2.  Condiciones para el análisis cromatográfico de pentosidina en muestras de orina. 

Parámetro  

Columna ZORBAX Eclipse AAA (150 x 3.0 mm, 

3.5 μm) de Agilent Technologies 

Fase móvil A Agua 

Fase móvil B Acetonitrilo 

Fase móvil C HFBA 40mM 

Fase móvil D Metanol 

Gradiente de elución 0 min 46% A    1% B  50% C    3% D 

13.5 min 20% A  10% B  50% C  20% D 

14.0 min 10% A  20% B  50% C  20% D 

15.0min  46% A    1% B  50% C     3% D 

Flujo en la columna 0.6 mL/min 

Volumen de inyección 25 µL 

Detección espectrofotométrica λanal = 325 nm, λref = 420 nm 

Detección fluorimétrica λex = 325 nm, λem = 385 nm 

 

En la Figura III.6 se presentan los cromatogramas obtenidos para una muestra de orina de un 

paciente diabético con complicaciones leves,  sin adición de estándar (línea continua) y con adición 

de  pentosidina (línea punteada).  En la Figura III.7  se presentan los cromatogramas obtenidos 

para una muestra de orina de un paciente diabético con complicaciones severas sin adición de 

estándar (línea continua) y con adición de  pentosidina (línea punteada).   De esta manera, se 

confirmó la identidad del pico cromatográfico con tiempo de retención 13.98 ± 0.08 min, como el 

correspondiente a la elución de la pentosidina. La pureza del pico de la pentosidina en la región de 

tiempo 13.85 – 14.14 min (correspondiente a la anchura del pico) fue 0.999, demostrando una 

excelente separación de la pentosidina de sus interferentes (Figura III.5 ). 

 

 

 



 

Figura III.5. Evaluación de purez

espectros normalizados, registrad

espectro de la solución estánda

cromatográfico de pentosidina en

 

Con base en el proceso de calibra

se puede observar en la Tabla III

en concentraciones sub-nM, de a

sanas y en pacientes diabéticos. 

 

Tabla III.3.   Parámetros analíticos

Par

Tiempo de ret

Ecuación d

Error  típico 

Error típico

Límite d

CV, %

 

ureza de pico en orina de un voluntario sano.  Se 

trados en diferentes tiempos dentro del pico de pentos

ándar de pentosidina en b); y la evaluación de pu

a en c). 

libración, se evaluaron las principales características an

a III.3, el procedimiento permite la determinación de 

de acuerdo con las concentraciones esperadas en orina

  

ticos evaluados para el procedimiento cromatográfico p

Parámetro  

e retención ± DE, min 13.98 ± 0.08 

ión de calibración Área =  51.15·c [nM] + 0.27 

R
2 

0.99986 

ico de la pendiente 0.02 

pico del intercepto 0.34 

ite de detección 0.03 nM 

V, % (1 nM) 0.9 
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Figura III.6. Cromatogramas de un

leves: (----) sin adición de está

concentración final 2 nM. 

Figura III.7. Cromatogramas de un

severas: (----) sin adición de es

concentración final 6 nM.  

Finalmente, como se muestra en

análisis de una muestra de orina

adición de estándar (0.1 nM, 0.15

 

e una muestra de orina de un paciente diabético con c

estándar, y (---) con adición de pentosidina para 

 

e una muestra de orina de un paciente diabético con c

 estándar, y (---) con adición de pentosidina para 

a en la Figura III.8, se realizó una prueba de exactitud

rina (voluntario sano) por calibración externa y por 

0.15 nM y 0.25 nM del estándar de  pentosidina).  
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Figura III.8. Cromatogramas de un
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Tabla III.4.   Concentración de pentosidina en orina de pacientes pre y post tratamiento con 

Telmisartan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                *Desviación estándar. 

Aunque la interpretación clínica está fuera del contenido del presente trabajo, los resultados 

obtenidos demuestran que la sensibilidad del procedimiento permite observar diferencias en las 

concentraciones de pentosidina entre diferentes grupos de sujetos. También hay que hacer notar 

que el procedimiento HPLC-FLD permite determinar la concentración del analito en orina. Para la 

interpretación confiable de posibles diferencias entre sujetos/grupos, los datos obtenidos deben 

normalizarse por el contenido actual de creatinina corrigiendo de esta manera diferencias entre 

volúmenes de orina de cada uno de los sujetos. En este sentido, se hizo una estimación tomando 

como punto de partida el nivel de referencia de creatinina en orina como 500 nM[277] y la 

concentración de pentosidina en un voluntario sano 0.22 nM. Haciendo un cálculo se obtuvo que 

la concentración de  pentosidina en el sujeto sano fue de 0.16 µg/mg de creatinina, lo cual está de 

acuerdo con los datos reportados por otros autores (0.02 – 0.21 µg/mg )[278]. 

 

Paciente 

Concentración de pentosidina 

Pre tratamiento Post tratamiento 

1 2.884 1.349 

2 7.037 3.201 

3 1.085 0.767 

4 1.481 1.376 

5 1.984 2.434 

6 1.508 1.138 

7 - 0.87 

8 - 1.032 

Promedio  + DE* 2.66  +  2.31 1.52  +  0.85 
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IV. 3.4. CONCLUSIONES 

Se ha demostrado que la técnica de cromatografía de líquidos con detección 

espectrofluorimétrica permite cuantificar pentosidina en niveles de concentración del orden de 

sub-nanomoles por litro, en muestras de composición química compleja tales como orina, 

proporcionando así, información relevante en la práctica clínica y en estudios enfocados en la 

diabetes. En este trabajo se procede a la determinación de pentosidina en orina sin  recurrir al uso 

de pre tratamientos caros y laboriosos, para preconcentrar el analito y eliminar interferentes [271-

273],  logrando la separación cromatográfica en un tiempo de corrida de sólo 20 minutos. El 

procedimiento desarrollado es de fácil implementación, y se propone su uso en  laboratorios 

clínicos, como una herramienta auxiliar en el seguimiento del progreso de la  diabetes mellitus 2. 
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Capitulo IV.4 

 

Avances en el desarrollo de los procedimientos analíticos para la determinación de los AGEs y  

sus precursores. 

 

IV.4.  Determinación cromatográfica de glioxal, metilglioxal y diacetil usando                                     

4-metoxi-o-fenilendiamina como agente derivatizante. 

 

IV.4.1 Introducción 

 

   El estrés oxidativo y las reacciones de glicación juegan un papel  perjudicial en el desarrollo de 

enfermedades crónico degenerativas y en procesos de envejecimiento.  En el control clínico de 

rutina, la evaluación de biomarcadores apropiados proporciona información acerca de los 

procesos endógenos de los pacientes, y, también, acerca del seguimiento  a las recomendaciones 

dietéticas de los mismos. Para tales propósitos, la orina es una muestra  muy conveniente debido 

a su recolección fácil y no invasiva y a su matriz química relativamente simple, si se le compara con 

otros fluidos o tejidos biológicos. Se ha demostrado que el análisis de muestras puntuales o de la 

primera orina de la mañana ofrece resultados útiles y confiables en el seguimiento de pacientes 

tanto en estudios epidemiológicos, así como en los  relacionados con exposición a agentes 

externos [279-281]. Los dos α cetoaldehidos, glioxal (Go) y metilglioxal (MGo), son generados 

endógenamente, principalmente durante la conversión metabólica de glucosa y la degradación 

oxidativa de lípidos [240, 282]. Su presencia en bebidas fermentadas y en productos alimenticios 

también debe mencionarse como una fuente exógena potencial [283, 284].  Dentro de la célula, 

MGo y Go forman aductos o entrecruzamientos con biomoléculas, por lo cual comprometen su 

actividad biológica e inactivan la maquinaria antioxidante [243]. Bajo condiciones fisiológicas, 

ambas moléculas son neutralizadas eficientemente  por el sistema de glioxalasas, aldosa 

reductasa, betaina aldehído deshidrogenasa, y 2 oxoaldehido deshidrogenasa [242, 285];  de 

cualquier manera, el deterioro de las defensas antioxidantes, así como el incremento de las 

concentraciones de MGo y Go han sido asociados con enfermedades crónico degenerativas y con 

los procesos de envejecimiento[243, 244]. Debido a que ambos compuestos actúan como 

precursores de los productos de glicación avanzada (AGEs) y son considerados como marcadores 

de peroxidación lipídica[282, 286], su determinación en muestras clínicas  es relevante. En 

particular, se ha propuesto que el monitoreo de los niveles de MGo y Go en pacientes diabéticos 

podría ayudar a evaluar los riesgos del progreso de las complicaciones diabéticas [249, 287-289]. 

Diacetil (DMGo), el tercer compuesto de interés en este trabajo, también ha sido asociado con 

estrés oxidativo y carbonilico como un mediador potencial de reacciones de transferencia de 
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electrones, un intermediario de los procesos de Maillard y un precursor de AGEs [290].  Este 

metabolito menor del acetaldehído, derivado del etanol es fácilmente reducido a acetoína y 2,3 

butanodiol[291];  por lo mismo, no siempre se le ha detectado en muestras biológicas[292, 293].  

Por otro lado, el diacetil está presente en muchas bebidas y en varios productos alimenticios como 

un metabolito de la fermentación microbiana o como aditivo sabor mantequilla[294, 295]. Su 

determinación en orina puede ser de interés en estudios sobre toxicidad y adicción al alcohol 

[290], y en la evaluación de exposiciones recientes a fuentes exógenas [294].  En este sentido, 

recientes hallazgos muestran que compuestos dicarbonilicos exógenos reaccionan con enzimas 

digestivas, las cuales reducen su bio disponibilidad y pudieran favorecer su eliminación en 

orina[296].    

La cuantificación de α- cetoaldehidos en muestras clínicas ha sido reportada a menudo; sin 

embargo, solo unos pocos estudios se han enfocado en el análisis de orina (tabla IV.1) [293, 297-

304]. Es importante resaltar que se ha sugerido que la orina es la muestra más práctica para dicho 

análisis, debido a que puede evitarse  la formación de novo espontanea de MGo de triosas fosfato, 

lo cual sucede  en matrices biológicas más complejas [300, 305, 306]. Se pueden encontrar 

revisiones breves y comparaciones de procedimientos analíticos en la parte introductoria de 

muchos artículos encontrados en la literatura[297, 298, 302, 304, 307] y en revisiones 

exhaustivas[242, 308], la vasta mayoría de ellos basados en la derivatización pre columna 

apropiada, seguida por la separación cromatográfica o electroforética de los derivados de los 

compuestos de interés. En lo que concierne al uso de agentes derivatizantes en cromatografía 

líquida, deben resaltarse los compuestos aromáticos  1,2-diamino sustituidos,  los cuales producen 

quinoxalinas fluorescentes [309]. En particular, 1,2- diaminobenceno[286, 306], 1,2-diamino-4,5-

dimetoxibenceno[300, 305, 310], 1,2-diamino-4,5-metilenedioxibenceno [311], 4,5-dicloro,1.2-

diaminobenceno[293]  o 2,3-diaminonaftaleno[303]  han sido utilizados  hasta ahora. Como ya ha 

sido mencionado, el diacetil raramente ha sido detectado en orina (tabla IV.1) y algunos autores 

utilizaban este compuesto como estándar interno[298, 300, 302]. Es necesario resaltar, que la 4-

metoxi-o-fenilendiamina (4MPD) ha sido utilizada para la determinación fluorimétrica de diacetil 

en vino[312].  La meta de este trabajo era establecer un nuevo procedimiento para la 

determinación de Go, MGo y DMGo a niveles fisiológicos en orina.  Para este fin, hemos propuesto 

utilizar dietilglioxal  (DEGo) como estándar interno, examinamos el uso de la 4-metoxi-o-

fenilendiamina como agente derivatizante para la separación de las quinoxalinas fluorescentes  

por cromatografía líquida en fase inversa. Mediante el uso de un original pretratamiento de 

muestra, los resultados obtenidos en el análisis de muestras reales han demostrado que el 

procedimiento propuesto permite la cuantificación de los tres compuestos de interés en muestras 

de sujetos que presentan diversas exposiciones o condiciones clínicas. 
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Orina Reactivo Técnica Analítica 

Límites de detección (LD) y concentraciones encontradas (c, rango o media ± DE) 

ref 
Go MGo DMGO 

LD c LD c LD c 

No 

especifican 

DCDB GC-ECD - nd - nd 860 μg/L 1.73 ± 0.04 

nmol/mg* 

[293] 

 

No  

especifican  

TRI HPLC-FLD 32 pmol 13.18 μM 

 

11 pmol 1.50 μM 

 

99 pmoL 2.10 μM 

 

[301] 

 

Sano  DDB2 HPLC-FLD - 50-250 μM 

2.9–14.9  mg/L 

4.7 ± 1.4 μg/mg* 

- 20 – 100 μM 

1.4-7.2 mg/L 

2.2 ± 0.7 μg/mg* 

- nd [300] 

Sano  DDP HPLC-DAD/FLD 5.30 μg/L 19.02 μg/L 

0.43-1.50 μg/mg* 

  6.71 μg/L 24.07 μg/L 

0.30-0.90 μg/mg* 

- nd [299] 

 

No 

especifica 

DAN SBSE- 

HPLC-DAD 

15 ng/L 268.9±6.3 μg/L 25 ng/L 94.1±3.2 μg/L 

 

- nd [303] 

 

Diabético DAP GC-FID - Nd  40 μg/L 170–250 μg/L 

 

50 μg/L ne [302] 

 

Diabético DDB1 GC-FID 20 μg/L 170-400 μg/L 

 

 10 μg/L 190-360 μg/L 

 

 10 μg/L ne [298] 

 

Diabético 

control  

TBA CE-AD 1.0 μg/L 20.1-21.1 μg/L 

64.1-71.4 μg/L 

 0.2 μg/L 11.7-12.2 μg/L 

29.4-127.2 μg/L 

- nd [297] 

 

Diabético 

control  

TRI HPLC-FLD 0.16 μg/L 0.30-1.1 μg/mg* 

0.57-0.84 μg/mg*  

0.44 μg/L 0.1-0.3 μg/mg*  

2.0-3.8 μg/mg * 

0.43 μg/L ne [304] 

 

Diabético 

sano 

4MPD HPLC-FLD 0.46 μg/L 

 

17.0 – 43.2 μg/L 

71.2 – 175 μg/L 

0.39 μg/L 

 

17.3 – 27.0 μg/L 

53.8 – 249 μg/L 

0.28 μg/L 

 

13.2 ± 1.6 μg/L 

64.6 ± 3.4 μg/L 

Este 

trabajo 

* – normalizado con creatinina; nd – no determinado en este trabajo; ne – no encontrado; AD –  detección amperométrica ; CE – electroforesis capillar; DAN - 2,3-

diaminonapftaleno; DAP - 1,2-diaminopropano; DCDB – 4,5-dicloro,1.2-diaminobenceno; DDB - 2,3-Diamino-2,3-dimetilbutano; DDB2 - 1,2-diamino-4,5-dimetilendioxibenceno; 

DDP – sulfato de 5,6-diamino-2,4-hidroxipirimidina; DMB - 1,2-diamino-4,5-dimetoxibenceno; SBSE – extracción con barra magnética; TBA – ácido 2-tiobarbiturico; TRI - 6-

hidroxi-2,4,5-triaminopirimidina.                                                                                                                                                                                                                                   

Tabla IV.1.  Algunos ejemplos de procedimientos analíticos propuestos para la determinación de glioxal, metilglioxal ó diacetil en orina. 
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IV.4. 2.   Materiales y métodos 

 

 Se utilizó un equipo de cromatografía líquida Agilent serie 1200, equipado con bomba 

cuaternaria, placa automuestreadora, termostato de columna, detector fluorimétrico; asimismo  

se utilizó el software Chemstation (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). La columna 

cromatográfica fue Kinetex C18 (150 x 3 mm, 2.6 µm)  y precolumna C18, ambos de Phenomenex. 

Todos los reactivos fueron  grado analítico. Se usó agua deionizada (18.2 MΩ  cm, Labconco, USA) 

y acetonitrilo gradoHPLC (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA).  Las soluciones estándar conteniendo  

1 mg/mL de glioxal (Go, ethanedial, Fluka), metilglioxal (MGo, 2-oxopropanal, Sigma),  diacetil 

(DMGo, butane-2,3-dione, dimethylglyoxal, Fluka) y dietilglioxal (DEGo, hexane-2,3-dione, 

diethylglyoxal, Sigma) fueron preparados en agua desionizada.  También se utilizaron los 

siguientes reactivos Sigma: 4-metoxi-o-fenilendiamina dihidroclorhídrico (4-metoxi-o-

phenylenediamine dihydrochloride,  4MPD, reactivo derivatizante), ácido clorhídrico, ácido 

acético, fosfato dibásico de potasio, hidróxido de sodio,  2-mercaptoetanol, cloruro de sodio, 

trietilamina (TEA).  La primera orina de la mañana fue proporcionada por voluntarios 

caracterizados de la siguiente manera: tres adultos sanos, estos mismos adultos después de la 

ingesta de alcohol la noche anterior, tres miembros del equipo de natación juvenil y tres pacientes 

diabéticos. Muestras adicionales de individuos saludables fueron usadas para la evaluación de los 

límites de detección y  cuantificación del método.  

 

IV.4.2.1. Protocolo del procedimiento analítico desarrollado 

Los tres pequeños compuestos dicarbonílicos de interés en este trabajo son químicamente 

inestables y sin embargo ubicuos, por ello se requiere tener un cuidado especial durante la 

preparación de los estándares, reactivos y muestras. En particular, todas las soluciones fueron 

purificadas mediante la derivatización de dicarbonilos potencialmente presentes con 4MPD y con 

la subsecuente eliminación de sus respectivas quinoxalinas mediante extracción en fase sólida 

(Supelcoclean LC-18 SPE Tubo de 3 mL, product 57012 SUPELCO). Para la purificación de la 4MPD, 

un cartucho fue acondicionado con 3 mL de acetonitrilo seguido de 3 mL de acetonitrilo: agua 

(30:70); dicho cartucho se llevó a sequedad. Después, 1mL de 4MPD 20 mg/ml en 

acetonitrilo:agua (30:70) fue pasado a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min y 10 μL de 2-

mercaptoetanol fueron adicionados a la solución final. Se agregó una alícuota de 4MPD para la 

purificación de las soluciones de fosfato; la mezcla se dejó toda la noche a 60 °C y luego fue 

purificada de quinoxalinas pasando la solución por el cartucho SPE; en este caso el cartucho fue 

acondicionado con 3 mL de acetonitrilo y 3 mL de agua. Las soluciones de trabajo de Go, MGo, 

DMGo y  DEGo (5 mg/L cada uno) fueron preparadas diariamente, usando agua purificada y 

desionizada del día. Después de su recolección, 1.5 mL de la muestra de orina fueron adicionados 

en un tubo eppendorff, transportados al laboratorio protegiéndolos de la luz y almacenados a – 20 
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°C por un periodo de tiempo no mayor de un mes antes del análisis. Para el análisis, se tomó una 

alícuota de orina o de la solución de calibración de los estándares (200 μL fueron mezclados con 

20 μL de estándar interno (5 μg/mL DEGo), se le agregaron 200 μL de acetonitrilo; la muestra fue 

congelada a -20 °C por 30 min y centrifugada (10 000 g, 5 min). Para la reacción de derivatización, 

se mezclaron 150 μL de sobrenadante  con  240 μL de agua, 60 μL de tampón de fosfatos (500 

mM, pH 7.4), se mezclaron en vortex, y se les añadieron 10 μL de 4MPD purificado (20 mg/mL). La 

mezcla se incubó a 40 °C durante 4 h. Finalmente, la muestra fue acidificada con  10 μL de HCl 3M, 

diluida con 200 μL de acetonitrilo, saturada con cloruro de sodio, llevada al vortex y centrifugada 

(10 000 g, 5 min); se tomaron 75 μL de la fase orgánica, misma que se mezcló con 150 μL de las 

fases móviles A y C (1:1) conteniendo 5%  de 2-mercaptoetanol.  El volumen de  inyección en el 

sistema HPLC-FLD  fue de 20 μL.  La separación de las quinoxalinas respectivas para Go, MGo, 

DMGo y DEGo fue llevada a cabo usando tres fases móviles: (A – agua; B – acetonitrilo; C - 0.8% 

ácido acético, 0.6% trietilamina, pH 4.3) y con el siguiente gradiente de elución: 0 - 1 min 70% A, 

20% B, 10% C; 1 - 6 min 50% A, 40% B, 10% C; 6 – 8 min 20% A, 70% B, 10% C; 8 - 10 min 10% A, 

80% B, 10% C; 10 – 10.2 min 70%A, 20%B, 10%C; 10.2 – 12 min 70%A, 20%B, 10%C, con una 

velocidad de flujo de 0.5 mL/min. Para la detección fluorimétrica, las longitudes de onda de 

excitación y emisión se fijaron a 344 nm y 420 nm, respectivamente. La calibración se llevó a cabo 

usando una serie de soluciones estándar que contenían Go, MGo, DMGo a 0; 25; 50; 75; 100; 150; 

200 μg/L cada uno, y con 500 μg/L de EI; sin embargo es importante recalcar que se observó 

respuesta lineal al menos hasta 1000 μg/L sin necesidad de cambiar la atenuación del detector de 

fluorescencia. Para la evaluación de recuperación, se agregaron 3 μL y 6 μL de la mezcla de 

estándares (5 μg/ml de cada analito) a las muestras de orina, obteniendo 75 y 150 μg/l de cada 

compuesto agregado, en las orinas. 

 

IV.4.2.2. Análisis estadístico 

 Los resultados presentados son la media obtenida para tres replicas independientes, tanto los 

cálculos de las desviaciones estándar como los trazos de las gráficas fueron obtenidos usando 

Microsoft Excel 2007. Los datos fueron evaluados para obtener la significancia estadística 

mediante la prueba t no pareada, incluida en Microsoft Excel 2007, estableciendo el valor p < 0.05. 

 

IV.4.3. Resultados y discusión 

  Las principales dificultades en el análisis de glioxal, metilglioxal y dimetilglioxal en matrices 

clínicas, abarcan desde sus bajas concentraciones, alta reactividad, posible polimerización o 

formación de aductos con los componentes de la mezcla, generación de novo durante el manejo 

de la muestra y también el riesgo de contaminación de la muestra, los reactivos, agua e incluso 

aire[242, 300, 308]. A este respecto, el pretratamiento de la muestra, la derivatización, el control 

de contaminación y la protección contra la oxidación se vuelven las partes más críticas de 
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cualquier procedimiento analítico que se pudiera proponer/emplear. En particular, las condiciones 

utilizadas en las etapas del procedimiento previas a, y durante la derivatización, deben ser tan 

suaves como sea posible, evitando cambios drásticos de las condiciones químicas y calentamientos 

prolongados.  En este trabajo, todas las soluciones fueron purificadas antes de usarse, tal como se 

describe en materiales y métodos, las muestras de orina fueron almacenadas en tubos de plástico 

nuevos a -20 °C, protegiéndolas de la luz. El estándar interno fue agregado directamente a la 

muestra;  para tal propósito utilizamos DEGo, debido a sus similitud estructural con los tres α-

cetoaldehidos y debido a su ausencia en matrices biológicas.  

 
Figura  IV.1. Esquema de la reacción de derivatización. 

Tal como se describe en la introducción a este capítulo, muchos derivados del 1,2-diaminobenceno 

han sido usados con antelación para obtener quinoxalinas fluorescentes; sin embargo, 

dependiendo de la estructura química y de la muestra biológica, se han reportado muy diferentes 

condiciones de reacción[286, 293, 300, 305, 306, 309, 310].  Específicamente en el análisis de 

orina, el rango de pH aplicado durante la derivatización varía desde pH 2 hasta pH 10, el tiempo de 

la reacción varía entre 10 minutos y 15 horas y la temperatura va desde temperatura ambiente 

hasta 75 °C  [293, 297-304] (Tabla IV.1).  Teniendo como objetivo obtener un alto rendimiento en 

la  formación del fluoróforo  a un pH neutro, examinamos la 4MPD como agente derivatizante (el 

esquema de la  reacción y el espectro de fluorescencia de las quinoxalinas respectivas se 

presentan en las Figuras IV.1 y IV.2).   

 

 

O
O

R1, R2= H             - Glioxal 6 – metoxiquinoxalina
R1= H, R2= CH3 - Metilglioxal 6 – metoxi -2-metilquinoxalina
R1, R2= CH3 - Diacetil 6 – metoxi -1,2-dimetilquinoxalina
R1, R2= CH2CH3 - Dietilglioxal 6 – metoxi -1,2-dietilquinoxalina

αααα - cetoaldehido 4- metoxi - o -fenilenediamina 6 - metoxiquinoxalina

+  2H2O
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Figura IV.2.  (a) Espectro de fluorescencia obtenido para la quinoxalina correspondiente a glioxal 

adquirido en el máximo de su pico cromatográfico y registrado con referencia automática.    (b) 

Espectro de fluorescencia adquirido antes de la elución del pico (fase móvil), sin referencia.                                     

Las longitudes de onda de excitación y de detección se establecieron bajo el criterio del mayor 

valor posible de la relación señal/ruido; en concreto para 344 nm y  420 nm, respectivamente, el 

más alto valor de S/R comparado con el valor obtenido  en el máximo del espectro (407 nm). 

Para evitar las modificaciones oxidativas de este reactivo, a la mezcla de reacción siempre se  

agregó 2-mercaptoetanol. La figura IV.3a muestra fotografías de las diferentes muestras de orina 

después de la adición de 4MPD sin la protección antioxidante, mientras que en presencia de 2-

mercaptoetanol las soluciones son transparentes y no presentan color alguno. Es necesario 

mencionar que también se probaron como antioxidantes bisulfito e hidrosulfito de sodio, pero se 

observó que su presencia impide la reacción de derivatización (los cromatogramas obtenidos para 

la mezcla de estándares de Go y MGo después de la adición de 2-mercaptoetanol, bisulfito de 

sodio e hidrosulfito de sodio se presentan en la Figura IV. 3(b).  

 Una vez establecidas las condiciones de detección, se examinaron individualmente los efectos de 

la temperatura, el tiempo y el pH empleado durante la derivatización para cada uno de los 

compuestos, usando un exceso  molar del 4MPD respecto a los solutos de 20:1 aproximadamente.  

Sin ajustar el pH, por periodos de tiempo relativamente cortos (menos de 1 hora) y con un rango 

de temperatura de 25 °C – 80 °C, las señales fluorescentes de los cuatros compuestos se fueron 

incrementando gradualmente;  sin embargo, se observó una baja repetibilidad de las señales 

analíticas a partir de temperatura 60°C y las señales tendían a decrecer, especialmente en 

presencia de la matriz de orina. Posteriormente, examinamos periodos de incubación más largos, 

ajustando la temperatura a 40 °C y los resultados obtenidos se presentan en la Figura IV.4.  Como 

puede observarse, la repetibilidad de la señal para los 4 compuestos después de 4 horas de 

incubación fue totalmente aceptable (RSD < 1.5%  para 10 réplicas independientes). De acuerdo a 
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Akira et al. [300], tiempos de reacción prolongados en orina diluida favorecen la liberación de α-

cetoaldehidos de sus posibles aductos y la formación de derivados de 1,2-diaminobenceno, así 

que, para este trabajo se usaron 4 horas de incubación a 40 °C.  

 

(a) Con protección antioxidante la solución final es transparente. 

 

(b) En presencia de 2-mercaptoetanol se observa la eliminación eficiente del pico mayor que eluye 

primero.  Los aniones bisulfito e hidrosulfito pueden causar sulfonación de la 4MPD, impidiéndole 

así reaccionar con los α-cetoaldehidos.  

 

Figura IV. 3.  (a) Muestras de orina después de la reacción de derivatización con 4MPD sin 

protección antioxidante. (b) Cromatogramas obtenidos para los estándares de Go y MGo (50µg/L 

cada uno), usando diferentes agentes antioxidantes. (Condiciones de detección λ
ex 

= 344 

nm,λ
em

=420  nm, columna Hypersil C18  150x3 mm, 3μm).   
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Figura IV.4. Señales de fluorescencia para glioxal, metilglioxal, diacetil (500 μg/L, cada uno) y  

dietilglioxal (1000 μg/L) después de su derivatización con 4MPD, obtenidas para diferentes 

tiempos de reacción a 40 °C. (Para mayor claridad en la presentación, se usaron las condiciones 

finales de reacción mientras se variaba el tiempo de incubación, ver Materiales y métodos). 

 

La Figura IV.5 muestra el efecto del pH (en el intervalo 2 a 10 ajustado con tampón Britton-

Robinson 0.1M). Como se puede observar en esta figura, entre las señales individuales de los 4 

derivados de los α-cetoaldehidos;  este parámetro fue esencial para Go y MGo y los cambios 

observados pueden  asociarse con procesos de polimerización que hacen que ambos compuestos 

sean menos reactivos en la derivatización, precisamente dependiendo del pH[313, 314]. A este 

respecto, nuestros resultados son consistentes con estudios computacionales que reportan 

diferentes vías de polimerización para MGo  y Go[313].  En el citado trabajo se encontró que la 

estructura hidratada era inestable para MGo, por lo que la dimerización vía condensación de 

aldoles era favorecida termodinámicamente y este efecto podría explicar la disminución de la 

señal del fluoróforo de MGo en condiciones alcalinas (Fig. IV.5). Por el contrario, para Go, las 

estructuras completamente hidratadas son favorecidas termodinámicamente y la vía de 

polimerización propuesta fue por la dimerización de acetales[313], lo cual concuerda  con el 

menor rendimiento de derivatización observado en medio ácido(Fig. IV.5). Las señales analíticas 

de DMGo y DEGo no fueron afectados por los cambios de pH (Fig. IV.5), debido a que ambas 

moléculas tienen dos grupos alquilo en sus estructuras (es decir, son dicetonas) que obstruyen su 
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polimerización. Debe notarse que incubaciones en pH neutro, a 4° C durante 24 horas, han sido 

reportadas previamente para la derivatización de MGo y Go con 2,3-diaminonaftaleno en plasma 

sanguíneo[244, 315]; las condiciones de pH seleccionadas en este trabajo son muy similares, pero 

la reacción con 4MPD no puede completarse en un tiempo razonable a temperaturas menores de 

40 °C. Estas condiciones de reacción relativamente suaves (pH 7.4, 40 °C, 4 horas,  en la oscuridad) 

parecen ser muy adecuados para orina, dado que se evitan posibles transformaciones y 

formaciones de novo de los analitos [305, 316].   

En cuanto a la etapa de pretratamiento de muestra, en el análisis de materiales clínicos más 

complejos tales como suero sanguíneo, plasma, hígado u otros tejidos, se han recomendado 

tratamientos ácidos, previos a la derivatización, con el fin de liberar α-cetoaldehidos unidos 

reversiblemente, para inactivar la actividad enzimática y para la precipitación de matriz[305, 310, 

316]. En el caso de orina, la muestra químicamente menos compleja, también se han reportado 

otros pretratamientos, como dilución simple[300, 301, 305] extracción en fase sólida [297, 304] o 

la adición de solvente orgánico[298, 302].La idea original de este trabajo fue emplear acetonitrilo 

para precipitación de matriz y, después, para la recuperación de los analitos derivatizados, de la 

mezcla acidificada, mediante la separación de fases inducida por sal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.5.  Efecto del pH durante la reacción de derivatización sobre las señales de las 

quinoxalinas de glioxal, metilglioxal, diacetil (500 μg/L, cada uno) y dietilglioxal (1000 μg/L). (Para 

mayor claridad en la presentación, se usaron las condiciones finales de reacción mientras se 

variaba el pH, ver Materiales y métodos). 
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Como se presenta en la figura IV.6, para los 4 compuestos considerados en este trabajo, el 

acetonitrilo presente durante la reacción de derivatización tuvo un efecto insignificante sobre las 

señales de fluorescencia hasta una concentración del 20% (v/v). Basándonos en las 

consideraciones y experimentos anteriores, el protocolo final propuesto para el procesamiento de 

la muestra previo a su análisis cromatográfico, fue simple, no riguroso y no requiere condiciones 

químicas drásticas.  Aunado a la detallada descripción dada en materiales y métodos, se debe 

subrayar que las soluciones de calibración y las muestras de orina fueron procesadas de manera 

idéntica, siempre en presencia del estándar interno. Después de su precipitación con acetonitrilo, 

la orina se diluyó 1:3 para promover la reacción de derivatización[300]  y para disminuir la 

concentración de acetonitrilo (Fig IV.6).  

 

Figura IV.6.  Efecto de la concentración de acetonitrilo en la mezcla de reacción sobre las señales 

fluorescentes obtenidas para las quinoxalinas de glioxal, metilglioxal, diacetil (500 μg/L, cada uno) 

y dietilglioxal (1000 μg/L). (Para mayor claridad en la presentación, se usaron las condiciones 

finales de reacción mientras se variaba la concentración de acetonitrilo, ver Materiales y  

métodos).  

Una vez que terminó la reacción, la muestra fue acidificada con 10 μL de HCl 3M, se agregó otra 

porción de acetonitrilo, la mezcla se saturó con cloruro de sodio y, después de llevarla al vortex y a 

centrifugar, las quinoxalinas se recuperaron en la fase orgánica (capa superior - acetonitrilo), 

mientras que los componentes polares de la muestra se quedan en la capa acuosa inferior (La fig. 

IV.7 muestra los cromatogramas obtenidos para orina con y sin pretratamiento).  Obviamente, el 

procedimiento propuesto basado en la extracción y separación de fases mediante el efecto de sal, 

no puede ser controlado con precisión, los posibles errores aleatorios en este procedimiento no-

riguroso fueron compensados por el uso del método del estándar interno.  
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La separación de quinoxalinas mediante cromatografía líquida de fase inversa ha sido reportada 

usando gradientes de elución con fases móviles conteniendo ácido trifluoroacético diluido o 

tampones ligeramente ácidos (fosfatos, formiatos, acetatos; pH < 3.5) y metanol o acetonitrilo 

como modificador orgánico [242, 300, 305, 306, 310, 311, 317, 318].  

 

Figura IV.7. Cromatogramas de HPLC-FLD para muestras de orina sin pretratamiento (
___

)   y 
después del pretratamiento propuesto en este trabajo (----). (Columna  Hypersil C18, 150 x 3 mm, 

3 µm)  
 

En este trabajo se usó una columna de núcleo sólido  (Kinetex C18; 150 x 3 mm, 2.6 µm) teniendo 

como objetivo mejorar la eficacia de separación y minimizar la anchura de pico con respecto al 

desempeño obtenido típicamente con las columnas analíticas clásicas. Las fases móviles acuosas 

anteriormente propuestas fueron probadas en combinación con acetonitrilo y variando el pH en el 

rango de 2.0 - 7.5. Con el fin de mejorar la forma del pico (la menor anchura posible, buena 

simetría), la fase móvil contenía trietilamina. Las condiciones seleccionadas finalmente se 

enumeran en materiales y métodos; se obtuvo resolución a línea base de los cuatro solutos  con 

tiempos de retención  5.833 ± 0.003 min para Go, 6.987 ± 0.004 min para MGo, 7.880 ± 0.003 min 

para DMGo,  y 11.120 ± 0.004 min para DEGo y la corrida cromatográfica se completó en 12 

minutos. Vale la pena resaltar que la separación de los compuestos considerados en este trabajo 

no ha sido llevada a cabo antes; sin embargo, han sido reportadas corridas cromatográficas de 10 

minutos para una quinoxalina (MGo) [310] hasta 45 minutos para tres quinoxalinas (Go,MGo y 

DMGo como EI) [300]. Los cromatogramas típicos obtenidos para las soluciones de calibración se 

presentan en la Figura IV. 8(a)  y los parámetros analíticos evaluados con base en el proceso de 

calibración son resumidos en la Tabla IV.2. Estos parámetros fueron evaluados siguiendo los 

procedimientos de la conferencia internacional para la armonización de requerimientos técnicos 

para el registro de farmacéuticos para uso  humano(ICH)[319]. 
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(a) Las soluciones de calibración para Go, MGo y DMGo a tres niveles de concentración:  

       (---) blanco; (
…..

) 75 μg/L; (
___

) 150 μg/L. (DEGo 500 μg/L como estándar  interno EI). 

 

 
(b) (----) Orina de un adulto saludable diluida cinco veces (blanco); (

___
) La orina de este mismo 

sujeto sin dilución alguna: 14.3 ± 0.9 μg/L Go, 11.0 ± 0.7 μg/L MGo, 16.1 ± 0.9 μg/L DMGo. 

(DEGo 500 μg/L como estándar interno EI). 

 

 
(c) (

_____
) Orina de nadador (69.2 ± 2.1 μg/L Go, 56.1 ± 1.8 μg/L MGo, 42.7 ± 1.1 μg/L DMGo);  y 

esta misma orina después de la adición de dos puntos de adición de estándar: (---) 75 μg/L y 

(-
..
-) 150 μg/L de Go, MGo, DMGo agregados. Estándar interno (500 μg/L DEGo). 

 

Figura IV.8. Cromatogramas típicos obtenidos mediante el procedimiento HPLC-FLD propuesto. 
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Tabla IV.2. Parámetros analíticos evaluados para el procedimiento propuesto. 

Parámetros Glioxal Metilglioxal Diacetil 

Tret ± DE, min 5.833 ± 0.003 6.987 ± 0.004 7.880 ± 0.003 

Calibración
(1)

 y = 4.009c + 0.002 y = 3.570c + 0.001 y = 3.397c + 0.002 

Error estd para la pendiente, % 3.6 3.2 2.9 

Error estd para el intercepto, % 12.5 10.7 10.1 

R
2 

0.9999 0.9999 0.9997 

Límite de calibración 

instrumental LD, µg/L
 

0.46 0.39 0.28 

Límite de calibración 

instrumental LC, µg/L 

0.77 0.65 0.47 

LD del método, µg/L
 2.31 2.01 1.82 

LC del método, µg/L 3.88 3.35 3.06 

CV
(2)

, % 1.1 0.5 0.6 

CV
(3)

, % 2.7 1.8 1.6 

(1) 
– ecuación de regresión lineal, y – cociente de área de pico (analito/EI), c – concentración del analito 

µg/L, 
(2)

 – el coeficiente de variación representa la repetibilidad, evaluada basándonos en 6 réplicas de 

la concentración del analito 500 µg/L; 
(3)

 - el coeficiente de variación representa la precisión 

intermedia, evaluada basándonos en 6 réplicas de la concentración del analito 500 µg/L [319]. 

Específicamente, los límites de detección y cuantificación (LD, LC) fueron evaluados tomando en 

cuenta la relación  señal/ruido, se adoptaron como criterios 6 y 10 desviaciones estándar para LD y 

LC, respectivamente, y se usó la señal obtenida para el estándar de calibración más bajo. Para 

evaluar LD y LC instrumentales, la línea base fue adquirida del cromatograma del blanco de 

calibración (Figura IV.8(a)), mientras que para el LD y LC del método, se usó como blanco, la orina 

de un voluntario saludable diluida cinco veces (Figura IV.8(b)).  Como puede observarse, los límites 

de detección instrumentales son comparables a los reportados en otros estudios recientes  

enfocados en análisis de orina (Tabla IV.1) [297, 304].    

En la aplicación del procedimiento, se analizaron  muestras de orina de varios voluntarios y, en la 

figura IV.8(c) se presentan los cromatogramas típicos obtenidos después de la adición de dos 

concentraciones de adición de estándar para la orina de un nadador jóven (La Figura IV.9 muestra 

los cromatogramas para orina con y sin EI, demostrando que DEGo no está presente en la 

muestra, así que se puede usar de forma segura como estándar interno). 
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Figura IV.9. Cromatograma de HPLC-FLD para una muestra de orina, se muestra la región de 

elución                       del DEGo:   (---) orina sin EI; (
___

) orina con EI (DEGo 500 µg/L) 

 

Tabla IV.3.  Resultados de los experimentos de recuperación, la media se obtuvo analizando 

tres réplicas independientes con sus respectivos valores de desviación estándar.  

  

Analito 

añadido 

μg/L 

Glioxal Metilglioxal Diacetil 

Media ± 

DE μg/L 
Recuperación % 

Media ± 

DE μg/L 
Recuperación % 

Media ± 

DE μg/L 
Recuperación % 

Orina 1 (adulto saludable) 

0   31.4 ± 2.1 - 17.3 ± 1.6 - Nd - 

75 103 ± 6  95.5 86.2 ± 2.1 91.9 70.8 ± 2.3 94.4 

150 179 ± 4 98.4 164 ± 7 97.8 145 ± 6 96.7 

Orina 7 (nadador joven) 

0 69.2 ± 2.1 - 56.1 ± 1.8 - 42.7 ± 1.1 - 

75 146 ± 4 102 126 ± 3 93.2 114 ± 4 95.1 

150 224 ± 6 103 198 ± 6 94.6 192 ± 5 99.5 

 

Los resultados de la recuperación obtenida para esta y para otra orina (adulto sano) se muestran 

en la tabla IV.3; como puede observarse, los porcentajes de recuperación se encuentran en el 
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rango de 95.5 – 103% para Go, 91.9 – 97.8% para MGo y 94.4 – 99.5% para DMGo, lo que nos 

indica una exactitud aceptable.  

 

Tabla IV.4. Concentraciones encontradas de Go, MGo y DMGo en el análisis de soluciones 

estándar de glucosa (1-100 mM) analizadas directamente y después del pretratamiento SPE. 

Glucosa, 

mM 

Glioxal, µg/L Metilglioxal, µg/L Diacetil, µg/L 

directo SPE directo SPE Directo SPE 

1 nd nd nd nd nd nd 

50 6.4 ± 0.6 0.6 ± 0.2 3.1 ± 0.4 nd nd nd 

100 13.4 ± 1.5 1.4 ± 0.3 7.3 ± 0.4  0.6 ± 0.2 nd nd 

nd: no detectado.  

 

  Dado que la glucosa está presente en la orina, fue necesario examinar su posible degradación 

oxidativa a Go, MGo y DMGo durante el pretratamiento de muestra. Para este fin, el 

procedimiento propuesto se llevó a cabo usando soluciones acuosas de glucosa en niveles de 

concentración de 1, 50 y 100 mM (niveles normales de glucosa en orina llegan hasta 0.8 

mM)[320]. Las soluciones fueron purificadas con  cartuchos de extracción en fase sólida (SPE) 

previo a su análisis tal como se describe en la parte experimental de este capítulo. Al analizar la 

solución 1 mM de glucosa, no se detectó ninguno de los 3 analitos, y sólo se encontró Go al 

analizar la solución 50mM de glucosa (por debajo del límite de cuantificación). Es necesario 

mencionar que la glucosa como reactivo, contiene trazas de Go y MGo (comparar los resultados 

cuantitativos obtenidos para Go, MGo y DMGo en las soluciones de glucosa con y sin tratamiento 

con cartucho SPE se presentan en la tabla IV.4).  

   Otro aspecto importante para examinar fue la estabilidad de los α- cetoaldehidos en orina. Para 

ello se tomó una alícuota de orina fresca y se dividió en cinco porciones, una de ellas se analizó 

inmediatamente y las otras cuatro se mantuvieron en tubos eppendorf a – 20 °C protegidas de la 

luz. Se llevó a cabo el análisis por triplicado de cada porción; la primera porción al día siguiente, la 

segunda después de una semana, la tercera después de un mes  y la quinta después de tres meses 

respectivamente. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los 

resultados obtenidos durante el primer mes; mientras que después de tres meses, las 
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concentraciones de los tres compuestos disminuyo notablemente (los resultados obtenidos en 

estos experimentos se presentan en la tabla IV.5).  

 

Tabla IV.5.  Resultados obtenidos en la determinación de Go, MGo y DMGo en orina después de 

diferentes tiempos de almacenamiento de muestra (- 20 ° C   protegidas de la luz, n=3) 

Analito 

 

Concentración ± DE, μg/L encontradas después de diferentes periodos de tiempo. 

2 h 24 h 7 días 1 mes 3 meses 

Glioxal 43.0 ± 2.0 43.2 ± 2.1 42.5 ± 2.0 42.7 ± 2.3 37.4 ± 2.4 

Metilglioxal 27.3 ± 1.8 27.0 ± 1.2 27.3 ± 1.9 27.8 ± 1.5 24.1 ± 1.8 

Diacetil 13.4 ± 1.8 13.2 ± 1.6 12.9 ± 2.1 12.8 ± 1.9 6.1 ± 2.2 

Los resultados después de 3 meses fueron estadísticamente más bajos comparándolos                                     
con                             los obtenidos después de 2 horas, (prueba t, p< 0.05). 

 

    Finalmente, se examinó en un enfoque similar la estabilidad de los derivados de la quinoxalina, 

pero comparando las señales analíticas obtenidas inmediatamente después de la preparación de 

la muestra con las señales obtenidas cuando el extracto de acetonitrilo se dejó por 6, 12 y 24 

horas a temperatura ambiente. Los resultados obtenidos indican que las muestras de orina 

procesadas deben inyectarse al sistema HPLC-FLD a más tardar 12 horas después de completar su 

preparación.  

   Una vez caracterizado el procedimiento, se procedió  con el análisis de muestras provenientes de 

personas con diferente grado de exposición y/o que se encontraban en diferentes condiciones 

clínicas; esto con el fin de examinar si el procedimiento permite detectar diferencias entre niveles 

de los tres analitos entre estos grupos de individuos. En la tabla IV.6, se presentan los resultados 

cuantitativos para tres voluntarios sanos, tres pacientes diabéticos y tres nadadores jóvenes; vale 

la pena señalar que para los adultos saludables y los pacientes diabéticos, los resultados obtenidos 

en este trabajo se encuentran en los rangos reportados recientemente (Tabla IV.1). No hay datos 

disponibles sobre α-cetoaldehidos en orina de deportistas de alto rendimiento; sin embargo, el 

incremento de biomarcadores de estrés oxidativo ha sido reportado recientemente en nadadores 

juveniles[321]. Es también conocido que las especies dicarbonilicas se generan en el agua de las 

albercas como productos de las reacciones derivadas de la desinfección[303, 322], así que las 

concentraciones relativamente altas de Go, MGo y DMGo en jóvenes atletas parecen confirmar su 

exposición a estos compuestos por vía respiratoria y cutánea y los resultados obtenidos en este 
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estudio, alertan sobre una posible problemática e indican la necesidad de un estudio más 

profundo. Se debe recalcar que la prueba estadística, prueba t (p < 0.05) reveló concentraciones 

significativamente más altas de glioxal en pacientes diabéticos y en jóvenes nadadores 

comparados con  el control, adultos saludables.   

 

Tabla IV. 6.  Resultados obtenidos para glioxal, metilglioxal y diacetil en diferentes muestras de 

orina obtenidos en análisis por triplicado. (Para cada par de grupos, los valores de la media fueron 

comparados estadísticamente y estas mismas letras indican diferencias encontradas para p<0.05). 

Muestra 

de orina 

Glioxal, μg/L Metilglioxal, μg/L Diacetil, μg/L 

Individual Media  Individual Media  Individual Media  

Adultos saludables 

1 31.4 ± 2.1  

30.5 ± 13 

(a,b) 

17.3 ± 1.5  

21.8 ± 5 

(c,d,e) 

nd  

- 2 17.0 ± 0.8 21.2 ± 1.1 nd 

3 43.2 ± 2.1 27.0 ± 1.2 13.2 ± 1.6 

Adultos después de la ingesta de alcohol 

1a 44.8 ± 2.2  

60.0 ± 40 

 

51.1 ± 1.9  

45.3 ± 11 

(c, f) 

37.3 ± 0.8  

- 2a 29.2 ± 1.8 32.7 ± 2.1 nd 

3a 106 ± 7 52.1 ± 0.9 42.9 ± 1.2 

Pacientes Diabéticos 

4 71.2 ± 1.8  

111 ± 56 

(a) 

53.8 ± 1.1  

181 ± 111 

(d, f) 

nd  

- 5 87.2 ± 2.3  241 ± 12 nd 

6 175 ± 12 249 ± 14 64.6 ± 3.4 

Nadadores jóvenes 

7 69.2 ± 2.1  

81.7 ± 11  

(b) 

56.1 ± 1.8  

58.1 ± 9.4  

(e) 

42.7 ± 1.1 

38.0 ± 4.3  8 91.3 ± 2.7 68.3 ± 1.6 37.1 ± 0.9 

9 84.6 ± 2.5 49.9 ± 1.5 34.2 ± 0.9 

 

   Para metilglioxal, las concentraciones encontradas en pacientes diabéticos, atletas y adultos 

después de la ingesta de alcohol, fueron elevados con respecto a los adultos control (pacientes 

sanos); los pacientes diabéticos tenían también concentraciones significativamente más altas de 

MGo en orina comparados con adultos después de la ingesta de alcohol; como ya se mencionó en 

la introducción, el diacetil es generado durante la metabolización del etanol, y este compuesto se 
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considera un metabolito clave involucrado en la toxicidad y los mecanismos de adicción  del 

etanol[290]. En este trabajo, el diacetil se encontró en la orina analizada de un voluntario sano 

(muestra 3), pero después de la ingesta de alcohol, este compuesto estaba presente en dos 

muestras (muestras 1a y 3a, Tabla IV.6). Por otro lado, el diacetil está clasificado como un 

precursor de AGEs [290] y curiosamente se encontró en una orina de paciente diabético a una 

concentración relativamente alta, si se le compara con otras muestras. Las tres muestras de orina 

de nadadores contenían concentraciones de DMGo similares a los de los adultos después de la 

ingesta de alcohol, pero más bajos que en pacientes diabéticos.  

  Está claro que los resultados experimentales obtenidos en este trabajo no nos permiten ninguna 

interpretación biomédica concluyente; sin embargo, los resultados presentados en la Tabla IV.6 

demuestran que el procedimiento aquí propuesto puede recomendarse como una herramienta 

analítica para tales estudios. Específicamente, el procedimiento permite determinar los 3 α-

cetoaldehidos, a niveles fisiológicos en orina y  además presenta sensibilidad suficiente para  

detectar diferencias entre sujetos que presentan diversas condiciones clínicas o de exposición. 

 

IV.4.4. Conclusiones 

En este trabajo,  se utilizó la cromatografía de líquidos en fase inversa con detección fluorimétrica 

para la determinación de glioxal, metilglioxal y diacetil en orina, usando dietilglioxal como 

estándar interno. Se demostró que la derivatización con 4-metoxi-o-fenilendiamina se puede llevar 

a cabo de manera eficiente a pH neutro y empleando 4 horas de incubación a 40°C, minimizando 

así los riesgos de cambio en la concentración de los analitos antes y durante el curso de la 

reacción, respecto a otros procedimientos descritos en la bibliografía. En cuanto al tratamiento de 

muestra, para evitar la adición directa de ácidos fuertes a la orina, usamos acetonitrilo para lograr 

la precipitación de la matriz. La concentración de este solvente durante la reacción de 

derivatización tuvo que mantenerse en 20% v/v. Después de la etapa crítica que es la 

derivatización, la inestabilidad de los analitos ya no era un problema, por lo que se pudo acidificar 

la muestra, lo que nos permitió la recuperación de los analitos en forma de sus quinoxalinas 

respectivas en este mismo solvente (acetonitrilo), obteniendo la separación de fases inducida por 

sal. La resolución cromatográfica de las cuatro quinoxalinas se obtuvo en 12 minutos, lo cual junto 

con el protocolo de tratamiento de muestra, hace que todo el procedimiento sea relativamente 

rápido y simple.  Cabe destacar, sin embargo que es necesario tener especial cuidado para evitar la 

contaminación y la degradación oxidativa de las muestras. Los límites de cuantificación evaluados 

para los 3 α-cetoaldehidos, nos permiten su determinación a niveles fisiológicos; el procedimiento 

es adecuado para la detección de diferencias de concentración entre muestras/individuos  en 

diferentes estudios clínicos o de exposición. 
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Capítulo IV.5  

 

IV.5.  Avances en el desarrollo de los procedimientos analíticos para la determinación de los 

AGEs y  sus precursores 

 

IV.5.   Jarabes de agave de alta fructuosa y sus altas concentraciones de metilglioxal:              

¿Una opción saludable para pacientes diabéticos?  

 

IV.5.1. Introducción 

 

  Durante siglos, las plantas de la familia Agavaceae han sido usadas de manera extensiva con 

propósitos tanto culinarios como medicinales. En particular, el alto contenido de fructo 

oligosacáridos hace de estas plantas una rica fuente de prebióticos,  mientras que, fitoquimicos 

tales como flavonoides y saponinas son responsables por su actividad antinflamatoria, antiviral y 

anticancerígena[323, 324]. Entre sus diferentes especies, Agave tequilana Weber es la materia 

prima para la elaboración del tequila y de jarabes de alta fructuosa. Tradicionalmente, la hidrólisis 

de fructanos, principalmente inulina, se lleva a cabo cociendo las piñas del agave en un horno de 

ladrillo por 36 horas; este proceso a menudo se complementa con una hidrólisis ácida 

adicional[325]. De manera alternativa,  diferentes inulasas de bacterias, hongos o levaduras, se 

han introducido para mejorar la recuperación de mono azúcares, al tiempo que se evita la 

acidificación y el calentamiento prolongado. [326, 327]. En la producción de jarabes, los 

hidrolizados obtenidos son filtrados y sometidos a evaporación en vacío a 90 °C [328].  El jarabe de 

Agave presenta rangos similares de color, densidad y sabor comparado con mieles de abeja o de 

maple; sin embargo su índice glicémico y su dulzura son aproximadamente dos veces más bajos.  

La norma oficial mexicana regula los sacáridos en los jarabes de agave de alta fructuosa (HFAS por 

sus siglas en inglés) de A. tequilana de la siguiente forma: > 80% fructosa, < 15% glucosa, < 4% 

sucrosa, inulina > 0.5%; y el valor de pH en el intervalo  4.0 - 6.0 [329].     

El consumo de jarabes de alta fructuosa ha sido discutido ampliamente en términos de su 

supuesta contribución a los crecientes problemas de obesidad y diabetes; sin embargo, se debe 

tener en cuenta que,  si se les compara con la sacarosa, se requieren cantidades menores de estos 

productos para lograr la misma dulzura. Además, los jarabes de fructuosa derivados del agave 

proveen fibra dietética y pueden contener varios compuestos bioactivos [330].  Aun cuando la 

composición química de las plantas de agave y la bioactividad de los extractos de las plantas han 

sido estudiados extensivamente [323, 324, 331, 332], el análisis de los jarabes de agave solo ha 

sido llevado a cabo recientemente y los datos cuantitativos respecto a los compuestos 

potencialmente bioactivos son escasos. [328].  
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  Como se describió anteriormente, cualquier proceso de elaboración de HFAS involucra 

calentamiento, el cual, junto con las condiciones ligeramente ácidas y con la presencia de 

proteínas, favorece las reacciones de Maillard [328]. En el contexto del presente trabajo, es de 

especial interés, la posible generación de compuestos carbonílicos, así como la degradación de 

productos del azúcar y los intermediarios de la glicación de proteínas. A nivel celular, es sabido 

que los α-cetoaldehidos son agentes citotóxicos, mutagénicos, carcinogénicos y 

prooxidantes[333]; sin embargo, estos compuestos dan sabor a la comida y algunos de ellos 

presentan actividad bactericida, antiviral e incluso antitumoral[284, 330]. El impacto a la salud de 

los α-cetoaldehidos exógenos ingeridos en la comida no ha sido entendido del todo. Se ha 

demostrado que al unirse a enzimas digestivas en el tracto gastrointestinal puede reducir su 

biodisponibilidad; sin embargo, este mismo proceso puede también contribuir al incremento en la 

formación de productos de glicación avanzada  [296, 334]. Como un ejemplo de esta aparente 

controversia, metilglioxal (MGo) es uno de los constituyentes, el cual junto con la liberación de 

peróxido de hidrógeno, un pH bajo y alta osmolaridad, es responsable por la bien conocida 

actividad antibacteriana de la miel de abeja[335, 336]. En particular, la comercialización de la miel 

neo zelandesa Manuka, como UMF®(Unique Manuka Factor), se basa en su excepcional actividad 

antimicrobiana no relacionada con peróxido de hidrógeno, con concentraciones cerca de 100 

veces mayores de MGo comparada con otras mieles de abeja (Hasta 800 mg/kg de MGo en miel 

manuka fresca y hasta 1500 mg/kg en miel almacenada mucho tiempo o en productos sometidos a 

calentamiento) [337-339]. Vale la pena señalar que el ungüento de miel manuka para heridas ha 

sido aprobado por la agencia de Administración de Medicinas y Alimentos de los Estados Unidos 

(FDA) [340], un aspecto muy importante en la cura de las heridas de los pacientes diabéticos. 

   Basándonos en las consideraciones mencionadas, esta parte del trabajo de tesis se ha enfocado 

en la determinación de glioxal, metilglioxal y diacetil, buscando su posible asociación con la 

actividad bactericida de los jarabes de agave de alta fructuosa.  Con fines comparativos, se 

incluyeron mieles de abeja y jarabes de maíz de alta fructuosa. Hasta donde sabemos, este es el 

primer reporte sobre pequeños α-cetoaldehidos en jarabes de agave de alta fructuosa (HFAS); la 

determinación se llevó a cabo mediante el procedimiento de cromatografía de líquidos con 

detección fluorimétrica (HPLC-FLD), adaptada de la parte anterior de este documento [341]. Los 

resultados obtenidos muestran concentraciones similares de MGo comparándolos con los 

reportados para miel manuka y sugieren que, al menos en parte, este compuesto es responsable 

por las propiedades antibacterianas no relacionadas con la liberación del peróxido de hidrógeno 

de los jarabes de agave. 
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IV.5.2  Materiales y Métodos 

 

 Todos los reactivos fueron grado analítico. Para todos los análisis se usó agua desionizada (18.2 

MΩ cm, Labconco, USA) y acetonitrilo grado HPLC (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA). Para la 

determinación de α-cetoaldehidos, las soluciones estándar contenían 1 mg/mL de glioxal (Go, 

etanodial, Fluka), metilglioxal (MGo, 2-oxopropanal, Sigma) y diacetil (DMGo, butano-2,3-diona, 

dimetilglioxal, Fluka) (DEGo, hexano-3,4-diona, dietilglioxal, Sigma) y fueron preparados en agua 

desionizada. También se usaron los siguientes reactivos Sigma: 4-metoxi-o-fenilendiamina (4MPD, 

reactivo derivatizante), ácido clorhídrico, ácido acético, fosfato de potasio dibásico, hidróxido de 

sodio, 2-mercaptoetanol,  cloruro de sodio, trietilamina (TEA), glucosa y fructosa. Los dicarbonilos 

potencialmente presentes en las soluciones de reacción fueron eliminados mediante la 

derivatización con 4MPD y la extracción en fase sólida de sus respectivas quinoxalinas 

(Supelcoclean LC-18 SPE Tubo de 3mL, producto 57012 SUPELCO).  Específicamente, para la 

purificación de 4MPD se siguió el mismo procedimiento utilizado en la parte anterior (capitulo 

IV.2.3 [341]). Las soluciones de trabajo de Go, MGo, DMGo y DEGo (5 mg/L cada uno) fueron 

preparadas diariamente, usando agua desionizada el mismo día de la preparación.  

Para la determinación de peróxido de hidrógeno se utilizó un kit comercial (Amplex® Red Assay kit 

A22189) de Invitrogen. Los ocho jarabes de agave comerciales (A1-A8), las tres mieles de abeja 

(H1-H3) y los tres jarabes de maíz (C1-C3) fueron comprados en un mercado local. 

 

IV.5.2.1. Determinación cromatográfica de glioxal, metilglioxal y diacetil en mieles, usando 4-

metoxi-o-fenilendiamina como agente derivatizante. 

 

Para la determinación de glioxal (Go), metilglioxal (MGo) y diacetil (DMGo), se pesó con precisión 

(1.0 g) una alícuota de la muestra y se diluyó con 25 mL de agua desionizada. Debido a los altos 

valores de MGo encontrados en los jarabes de agave, para la determinación precisa de dicho 

analito, las muestras A1-A8 fueron diluidas 10 veces más, adicionalmente, antes de analizarse.  La 

derivatización pre-columna con 4-metoxi-o-fenilendiamina (4MPD) y la separación de las 

quinoxalinas obtenidas fue llevada a cabo como se describió anteriormente (IV.2.3  [341]). En 

breve, 200 μL  de la muestra diluida  o del estándar de calibración se mezclaron con 10 μL de 

estándar interno (10 μg/mL DEGo) y 200 μL de acetonitrilo; la mezcla fue congelada  (-20 °C, 30 

min) y después centrifugada (10 000 g, 5 min). La calibración se llevó a cabo usando una serie de 

mezclas de soluciones de estándares que contenían  Go, MGo, DMGo  0; 25; 50; 75; 100; 200, 400, 

800 μg/L de cada uno, y 500 μg/L de estándar interno (EI). Para la evaluación de recuperación, se 

agregaron directamente 200 μL y 400 μL de las soluciones estándar (5 μg/mL de cada analito)  a las 

muestras H1 y A1 obteniendo 1 y 2 mg/kg de cada compuesto agregado a la miel y al jarabe de 

agave respectivamente. Como ya se mencionó anteriormente, los jarabes de agave contienen 
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concentraciones más altas de MGo al comparársele con Go y DMGo; por ello la recuperación de 

este compuesto fue evaluado en un experimento separado, en el cuál 2.0 mL y 4.0 mL de la 

solución del estándar (5 μg/mL MGo) fueron  agregados a la muestra A1 obteniendo 10 y 20 mg/kg 

en jarabe de agave (se diluyó adicionalmente 10 veces más, como se describió 

anteriormente(IV.2.3  [341]). 

 

IV.5.2.2. Ensayo para peróxido de hidrógeno 

 

El nivel de peróxido de hidrógeno producido por los jarabes de agave y las muestras de miel fue 

determinado usando un kit comercial para el ensayo peróxido de hidrógeno/ peroxidasa (Amplex 

Red, Molecular Probes, Invitrogen, Burlington, ON, Canada). El ensayo se llevó a cabo en viales de 

la placa auto muestreadora del HPLC; después de 5 min de haber mezclado la muestra y los 

reactivos, se introdujeron automáticamente (cada 60s) alícuotas (5 μL) en modo del análisis por 

inyección en flujo (FIA), para las mediciones de fluorescencia en el detector cromatográfico FLD 

(λex = 530 nm, λem = 590 nm). Para la cuantificación,  se llevó a cabo una calibración externa de 5 

puntos (0; 1.0; 5.0; 10; 15; 20 μM H2O2); todas las muestras se diluyeron 1:10 previo al análisis. 

 

IV.5.2.3.   Ensayo para actividad antibacteriana 

   

   Se evaluó la actividad antibacteriana de ocho jarabes de agave (A1-A8) y una miel de abeja (H1) 

mediante un ensayo espectrofotométrico en caldo diluido [342, 343]. Las dos cepas de laboratorio 

utilizadas para este propósito fueron: bacteria gram positiva Bacillus subtilis 168 y bacteria gram 

negativa Escherichia coli DH5.  Se preparó una solución estándar 50 % (masa/volumen) de cada 

muestra, pesando 10 g de jarabe o miel y llevando el volumen a 20 mL con caldo  nutritivo y dichas 

soluciones fueron esterilizadas a través de filtros con tamaño de poro 0.2 µm Millipore, Bedford, 

MA).  Se hicieron diluciones subsiguientes con caldo nutritivo para obtener concentraciones: 25%, 

12.5%, 6.3%, 3.1%, 1.6% (masa/volumen). Para examinar una posible contribución del peróxido de 

hidrógeno a la actividad bactericida, para cada muestra se llevó a cabo un ensayo en ausencia y en 

presencia de catalasa (una solución 600 U/mL en agua estéril).  Se inoculó en caldo nutritivo una  

colonia bacteriana  por 12 h[344]. El crecimiento bacteriano se monitoreo midiendo la densidad 

óptica del cultivo (DO a 620 nm, Espectrofotómetro Spectronic 3000 Milton Roy con arreglo de 

diodos).  La suspensión bacteriana fue diluida adicionalmente con caldo  nutritivo para obtener 

una concentración final del inoculo 1 × 105 CFU/ml. El volumen final en cada tubo de ensayo fue 1 

mL, del cual 0.95 mL es jarabe diluido o miel con o sin catalasa y 0.05 mL de inoculo bacteriano. 

Para cada ensayo se midió la densidad óptica de la muestra que contenía inoculos y caldo (DOs) 

junto con los tres controles siguientes: (1) Caldo con nutrientes (DOcaldo); (2) Caldo con nutrientes e 

inoculo (DO inoculo+caldo); (3) Caldo con nutrientes y jarabe o miel (DOcaldo+muestra). Las muestras se 
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incubaron a 37°C por 18 horas; todas las pruebas se llevaron a cabo en triplicado y fueron 

repetidas 3 veces. La inhibición del crecimiento (Inh, %) para cada muestra a diferentes diluciones 

se determinó mediante la fórmula: 

Inh = [1 - (DOs - DOcaldo+muestra)/( DOinoculo+caldo  - DOcaldo)] × 100%. 

 

IV.5.2.4. Análisis estadístico 

 

  Los resultados presentados son la media obtenida para tres réplicas, las desviaciones estándar se 

calcularon usando Microsoft Excel 2007, y con este mismo programa  fueron trazadas las gráficas. 

Los datos fueron evaluados para significancia estadística usando la prueba t no pareada incluida 

en Microsoft Excel 2007. Para el análisis de los componentes principales (PCA), se usó el paquete 

de software  estadístico The Unscrambler 7.0 (CAMO, Norway). La significancia estadística se 

estableció para p < 0.05. 

 

IV.5.3. Resultados y discusión  

 

IV.5.3.1. Determinación de compuestos dicarbonílicos 

 

  Los 3  α-cetoaldehidos reactivos considerados en este trabajo  fueron  glioxal, metilglioxal y 

diacetil. Los dos primeros  a menudo han sido determinados en miel de abeja [337, 345-348], pero 

no se han encontrado datos publicados sobre el contenido de estos compuestos en jarabes de 

agave. El tercer compuesto, diacetil (DMGo), es un producto de la fermentación microbiana que 

contribuye al aroma de la miel[349, 350]  y, como un mediador potencial de las reacciones de 

transferencia de electrones, presenta actividad química similar como Go y MGo [290]. 

Determinaciones confiables de dicarbonilos reactivos  en jarabes de alta fructuosa y en miel de 

abeja presentan un reto no solo debido a la compleja matriz química y a la posible generación de 

novo de los citados compuestos durante el procedimiento analítico, pero también debido a 

problemas de contaminación relacionados con su ubicuidad característica [330, 347, 348]. 

Específicamente, las condiciones aplicadas a las etapas del procedimiento antes y durante la 

derivatización deben ser tan suaves como sea posible, evitando cambios drásticos de los 

parámetros químicos y calentamientos prolongados que puedan promover reacciones de Maillard 

[330]. A este respecto, el procedimiento de cromatografía líquida en fase reversa recientemente 

desarrollado para el análisis de orina fue adoptado en este trabajo[341]. En breve, la utilización de 

4-metoxi-o-fenilendiamina (4MPD) como agente derivatizante permite la formación eficiente de 

las quinoxalinas fluorescentes respectivas, bajo condiciones de reacción relativamente suaves (pH 
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neutro, 40 °C, 4h, en la oscuridad), minimizando así el riesgo de cambios en la concentración del 

analito antes y durante el curso de la reacción.  

En cuanto al tratamiento previo de la muestra, se ha usado una simple dilución de miel de abeja o 

jarabe de maíz[337, 346-348, 351]; mientras que en este trabajo, se agregó acetonitrilo a la 

muestra diluida para precipitar los constituyentes de la matriz (péptidos, proteínas, polisacáridos, 

ácidos nucleicos). La reacción de derivatización fue llevada a cabo en el sobrenadante, después la 

mezcla fue acidificada para la recuperación de quinoxalinas en este mismo solvente (acetonitrilo) 

mediante una separación de fases inducida por sal. Las soluciones de calibración se procesaron de 

manera idéntica, siempre en presencia de un estándar interno, así se controló la inevitable 

imprecisión debida a un protocolo no riguroso.  Como ha resaltado White en su rigurosa revisión 

del tema, el estándar interno ha sido aplicado muy raramente en el análisis de especies 

dicarbonilo reactivas en productos alimenticios[330];  en estudios más recientes se ha usado la 

diacetilquinoxalina en el análisis de jarabes de maíz [347]. Dado que encontramos diacetil en todas 

las muestras analizadas en este trabajo, elegimos dietilglioxal (DEGo) como estándar interno y este 

fue agregado de manera directa a las muestras y a las soluciones de calibración [341]. 

Para comprobar la probable formación de novo de α-cetoaldehidos  en el transcurso de nuestro 

procedimiento analítico y también para investigar posibles problemas de contaminación, se 

preparó una solución acuosa que contenía 80% de fructuosa y 15 % de glucosa (m/v) [329] y se 

analizó mediante el procedimiento completo, de RP-HPLC-FLD descrito en materiales y métodos. 

Una porción fue analizada directamente y otra porción fue limpiada mediante extracción en fase 

sólida previo a su análisis. Las concentraciones de los tres compuestos de interés en la solución 

estándar de glucosa + fructuosa después del SPE estuvieron por debajo de sus respectivos límites 

de cuantificación; mientras que, si no se realiza la limpieza correspondiente, se obtenían las 

siguientes  concentraciones: 27.3 ± 1.3 µg/L Go, 3.9 ± 0.6 µg/L MGo and 8.1 ± 1.2 µg/L DMGo 

(analizados por triplicado). Estos resultados demuestran que la degradación de azúcares en α- 

cetoaldehidos durante el procedimiento analítico, fue insignificante; sin embargo, estos resultados 

también indican que los reactivos de glucosa y/o de fructuosa contienen cantidades considerables 

de estos pequeños compuestos dicarbonilo, o se contaminan durante la 

preparación/almacenamiento, así que, es obligatorio un paso de limpieza para evitar posibles 

errores sistemáticos, de acuerdo con trabajos previos [341]. En la aplicación del procedimiento de 

RP-HPLC-FLD, la separación de los cuatro compuestos se logró en 12 min. Los límites de detección 

y cuantificación (LD, LC) se evaluaron basándonos en la relación señal/ruido; se adoptó como 

criterio 6 y 10 desviaciones estándar para LD y LC, respectivamente, usando la señal obtenida para 

el más bajo de los estándares de calibración (2012ICH).  Los valores de LD y LC para el proceso de 

calibración estuvieron en el intervalo 0.3 – 0.5 µg/L y 0.5 – 0.8 µg/L, respectivamente, para los tres 

compuestos de interés [341]. Para evaluar los límites de detección y cuantificación del método, la 

solución estándar de fructuosa + glucosa mencionada anteriormente fue usada como blanco 
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(después de ser limpiada mediante cartucho SPE) y los valores obtenidos para LD fueron: 2.83 µg/L 

Go, 2.44 µg/L MGo, 2.04 µg/L DMGo y para LC: 4.72 µg/L Go, 4.07 µg/L MGo, 3.40 µg/L DMGo.  

 

 

(a) Jarabe de agave A1 (
____

) y esta misma muestra después de la adición de estándar                           

(2.0 mg/kg de cada compuesto) (----).  

(b)  

 

(b) Miel de abeja H1 (
_____

) y esta misma muestra, después de dos puntos  de adición de estándar:  (---) 1.0 

mg/kg y (
…….

) 2.0 mg/kg de Go, Mgo y  DMGo adicionados. Estándar interno (500 μg/l DEGo 

 

Figura V.1.  Cromatogramas típicos de cromatografía de líquidos en fase reversa con detección 

fluorimétrica. (500 μg/L DEGo como estándar  interno).  Se muestran los resultados cuantitativos 

en la TablaV.1. 
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En la figura V.1, se presentan los cromatogramas típicos obtenidos para jarabe de agave (A1) y 

miel de abeja (H1) y para estas mismas muestras después de la adición de estándar. Los resultados 

de recuperación obtenidos en estos experimentos se muestran en la Tabla V.1; específicamente, 

los valores obtenidos para Go (94.0 – 99.5%), MGo (98-99.5%) y DMGo (102-106%), nos  indican 

una precisión aceptable.   

 

Tabla V. 1. Resultados  de los experimentos de recuperación; se muestran los valores 

promedio para tres réplicas independientes con su respectiva desviación estándar. 

Analito 

agregado, 

mg/kg 

Glioxal Metilglioxal Diacetil 

Media ± DE 

mg/kg 

Recuperación 

% 

Media ± DE 

mg/kg 

Recuperación 

% 
 

Recuperación 

% 

Recuperación 

% 
 

Media ± DE 

mg/kg 

Recuperación 

% 

Miel de abeja (H1) 

0 1.91 ± 0.12 - 3.04 ± 0.18 - 0.32 ± 0.05 - 

1.0 2.85 ± 0.09 94.0 4.02  ± 0.20 98.2 1.37 ± 0.11 105 

2.0 3.87 ± 0.14 98.2 5.03  ± 0.28 99.5 2.38  ± 0.18 103 

Jarabe de agave (A1) 

0 2.20 ± 0.12 - 39.5 ± 2.6 - 0.40 ± 0.09 - 

1.0* 3.18 ± 0.18  98.0   49.4 ± 3.1* 98.8 1.42 ± 0.10 102 

2.0* 4.19 ± 0.15  99.5   59.1 ± 3.9* 98.0 2.52 ± 0.16 106 

*  MGo se determinó en una corrida diferente, después de la adición de estándar correspondiente a 

10 y 20 mg/kg en el jarabe. 

 

En la tabla V.2 se presentan los resultados obtenidos para ocho jarabes de agave de alta fructuosa 

(HFAS), tres mieles de abeja y tres jarabes de maíz de alta fructuosa (HFCS). Como puede 

observarse, los jarabes de agave contenían concentraciones significativamente más altas de los 

tres α-cetoaldehidos comparado con los otros productos (prueba t no pareada, p < 0.05). En 

particular, las concentraciones de MGo estuvieron en el rango 15.6 – 315 mg/kg (media 102 ± 91 

mg/kg, mediana 88.4 mg/kg), lo que significa que en promedio son 25 veces más altas que las 

concentraciones encontradas en mieles de abeja comerciales (3.04 – 4.90 mg/kg, Tabla V.2) y 

cercanas a los valores reportados para miel manuka (41 – 1500 mg/kg ), [337-339, 351]. Por otro 

lado, las concentraciones de Go y MGo determinadas en miel de abeja estuvieron dentro del rango 

de los valores reportados previamente (Go desde no detectable  hasta 10.9 mg/kg; MGo desde no 

detectable hasta 5.7 mg/kg), [330, 337, 346], lo cual confirma la consistencia de nuestros datos 

analíticos.  
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Tabla V.2 Resultados obtenidos  para glioxal, metilglioxal y diacetil en jarabes de agave, mieles 

de abeja y jarabes de maíz (en la tabla la misma letra indica diferencias estadísticamente 

significativas entre las concentraciones de los analitos en dos productos diferentes, evaluados 

mediante la prueba t no pareada, p < 0.05). 

Muestra 
Glioxal, mg/kg ± DE Metilglioxal, mg/kg ± DE Diacetil, mg/kg ± DE 

Individual Media  Individual Media  Individual Media  

Jarabes de agave de alta fructuosa 

A1 2.20 ± 0.12 

2.28 ± 0.35 

(a, b) 

39.5 ± 2.6 

102 ± 91 

(d, e) 

0.40 ± 0.09 

2.05 ± 2.05 

(g, h) 

A2 1.90 ± 0.08 67.3 ± 3.1 2.02 ± 0.05 

A3 2.21 ± 0.05 315 ± 12 2.70 ± 0.09 

A4 2.40 ± 0.11 15.6 ± 1.2 0.73 ± 0.04 

A5 2.60 ± 0.05 108 ± 7.2 2.13 ± 0.09 

A6 2.14 ± 0.10 92.4 ± 3.8 0.86 ± 0.03 

A7 1.86 ± 0.05 90.6 ± 2.9 0.84 ± 0.06 

A8 2.92 ± 0.09 86.1 ± 4.3 6.71 ± 0.92 

Mieles de abeja 

H1 1.91 ± 0.12 
1.55 ± 0.31 

(a, c) 

3.04 ± 0.18 
4.25 ± 1.05 

(d, f) 

0.32 ± 0.05 
0.58 ± 0.23 

(g) 
H2 1.40 ± 0.07 4.90 ± 0.32 0.73 ± 0.06 

H3 1.34 ± 0.14 4.80 ± 0.36 0.69 ± 0.04 

Jarabes de maíz de alta fructuosa 

C1 0.63 ± 0.05 
0.62 ± 0.09 

(b, c) 

1.57 ± 0.03 
1.70 ± 0.14 

(e, f) 

0.59 ± 0.04 
0.47 ± 0.11 

(h) 
C2 0.71 ± 0.03 1.84 ± 0.02 0.43 ± 0.02 

C3 0.53 ± 0.04 1.69 ± 0.03 0.38 ± 0.02 

 

Como se muestra en la Tabla V.2, los jarabes de maíz contienen las concentraciones más bajas de 

los tres compuestos, también de acuerdo con estudios previos (0.18 – 0.51 mg/kg Go y 1.1 – 3.8 

mg/kg MGo,[330]); aunque recientemente han sido reportadas concentraciones más elevadas 

[347]. En cualquier caso, los niveles significativamente más bajos de MGo encontrados en este 

trabajo en jarabes de maíz de alta fructuosa comparando con productos de agave indican la 

importancia del tipo de planta y nos llama a realizar mayores investigaciones acerca de posibles 

fuentes de MGo en jarabes de agave. Vale la pena resaltar que la determinación de diacetil no ha 

sido llevada a cabo antes; nuestros datos demuestran su presencia en bajas concentraciones en 

todas las muestras, lo cual excluye la utilización de este compuesto como estándar interno. Dado 

que el diacetil es a menudo usado como aditivo saborizante en alimentos, incluimos en la tabla V.2 

los resultados de productos no aromatizados.  También fueron analizados dos jarabes de maíz 

comerciales, sabor vainilla y maple, los cuales tuvieron las  concentraciones más elevadas de 

diacetil (hasta 12.4 mg/kg).  
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IV.5.3.2. Evaluación para actividad antibacteriana. 

 

  Se llevó a cabo  un ensayo espectrofotométrico en caldo diluido tal como se describe en 

materiales y métodos.  Los dos microorganismos probados fueron las bacterias gram positivo 

Bacillus subtilis 168 y gram negativo Escherichia coli DH5, respectivamente.  Ambas son 

organismos ubicuos y han sido utilizados previamente en pruebas antibacteriales en miel, en otros 

productos alimenticios relacionados y también en ensayos de actividad biocida teniendo como 

contexto  la curación de heridas [352-355]. En la figura V.2, se presenta el porcentaje evaluado de 

inhibición de crecimiento para las dos cepas bacterianas (Fig. V.2a, 2b – E. coli; Fig. 2c,d –B. 

subtilis) a diferentes diluciones de muestra en presencia (Fig. V.2b,d) y en ausencia de catalasa 

(Fig. V.2a,c).  A pesar de que la generación de peróxido de hidrógeno después de la dilución fue 

menos pronunciada en HFASs comparado con mieles de abeja (Tabla V.3); se utilizó  catalasa para 

comparar la actividad bactericida con y sin la inactivación de la generación de peróxido de 

hidrógeno. Como puede observarse, todos los jarabes y mieles de abeja presentaron una actividad 

bactericida similar contra las dos cepas probadas; La mayor inhibición corresponde a los jarabes de 

agave A3, A6, A7 y A8 que contienen las concentraciones relativamente más altas de MGo (Tabla 

V.2).  

Además, para estos cuatro productos, la adición de catalasa tuvo un efecto mínimo sobre la 

inhibición de crecimiento. Por otro lado, los jarabes de agave A1 y A4 con las concentraciones más 

bajas de MGo presentaron una inhibición de crecimiento relativamente débil de las dos cepas 

bacterianas, y la adición de catalasa provocó un decremento en la inhibición.  Para los otros HFASs 

(A2, A5), los resultados fueron muy similares a aquellos obtenidos para la miel de abeja H1; la 

inhibición de crecimiento fue detectada a la concentración de muestra 12.5% (peso/volumen) y 

disminuyó después de la adición de catalasa. Como se esperaba, para la concentración de muestra 

50% (peso/volumen) todos los productos examinados inhibieron totalmente el crecimiento 

bacteriano, debido al alto contenido de azúcares y a su alta viscosidad de la muestra.  Las 

concentraciones mínimas que presentaron inhibición fueron 50% para A4; 25% para  A1, A2, A5, 

A6, A7, A8, H1 y 12.5%  para  A3. Estos resultados demuestran que concentraciones altas de MGo 

contribuyen a la actividad antibacterial no relacionada con peróxido de hidrógeno en los jarabes 

de agave (Fig. V.2, Tabla V.2).   
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(a) E. coli; 
 

 

 

(b) E.coli  con catalasa; 
 

 

Figura V.2.  Resultados obtenidos en un ensayo espectrofotométrico en caldo diluido para 

medir la actividad antimicrobiana: (___
�

___) A1; (-..-�-..-) A2; (….
�

…) A3; (-..-�-..-) A4; (---�---) A5; 

(….+…) A6; (-.-×-.-) A7; (….
�

…) A8; (___
�

___) H1. 
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(c) B. subtilis; 

 

(c) B.subtilis  con catalasa; 
 

Figura V.2.  Resultados obtenidos en un ensayo espectrofotométrico en caldo diluido para 

medir la actividad antimicrobiana: (___
�

___) A1; (-..-�-..-) A2; (….
�

…) A3; (-..-�-..-) A4; (---�---) A5; 

(….+…) A6; (-.-×-.-) A7; (….
�

…) A8; (___
�

___) H1. 

 

IV.5.3.3.  Evaluación para peróxido de hidrógeno. 

 En mieles de abeja, el peróxido de hidrógeno producido por la actividad de la glucosa oxidasa tras 

ser diluida es otro agente antibacteriano importante[356]. Para tener mayor evidencia sobre el 

papel que sugerimos tiene MGo en los jarabes de agave, se llevó a cabo un ensayo para peróxido 

de hidrógeno en las muestras A1-A8 y H1-H3.  Para este propósito usamos el equipo Amplex Red®, 

el cual mide la oxidación catalizada enzimáticamente de un substrato no fluorescente a una 

resorufina altamente fluorescente mediante la acción del peróxido de hidrógeno.  Para soluciones 

estándar de H2O2  a diferentes concentraciones, se observó que la reacción se completaba en tan 

solo 5 minutos y después de este tiempo, la señal fluorescente permanecía estable al menos 
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durante 25 minutos, lo cual nos permitió medir la velocidad de liberación del peróxido de 

hidrógeno en la muestra diluida en el intervalo de tiempo de 5 y 25 minutos (La curva de 

calibración típica, la estabilidad de las señales de fluorescencia y los resultados de la producción 

de H2O2 en A1, A4 y H1 se muestran en la figura V.3 ). El factor de dilución (10:1) se aplicó 

basándonos en estudios previos[342]. Se resumen los resultados obtenidos en la tabla V.3.  

Tabla V.3 Resultados del ensayo para  peróxido de hidrógeno en jarabes de agave y en mieles                    

de abeja. 

Muestra R2 Pendiente H2O2, mM/h 

A1 0.9947 0.18 0.22 

A2 0.9924 1.14 1.37 

A3 0.9981 0.45 0.54 

A4 0.9777 0.11 0.14 

A5 0.9795 0.31 0.37 

A6 0.9987 0.21 0.25 

A7 0.9996 0.17 0.22 

A8 0.9789 0.23 0.27 

H1 0. 9897 0.41 0.49 

H2 0.9889 0.47 0.57 

H3 0.9937 0.28 0.58 

 

Para todas las muestras se obtuvo una linearidad aceptable del incremento de la señal de 

fluorescencia durante el transcurso de la producción de H2O2 (R2 > 0.977); basándonos en los 

valores de la pendiente, se calcularon los resultados en mM de H2O2 liberado por hora. Para las 

tres mieles de abeja, los resultados (0.49 – 0.58 mM/h) estuvieron de acuerdo con otros reportes 

[357]. En jarabes de agave, también se observó la liberación de peróxido de hidrógeno, pero a 

velocidades más bajas, excepto para la muestra A2 (Tabla V.3). Estos resultados indican que hay 

actividad enzimática involucrada, y también sugieren que el H2O2 puede contribuir a las 

propiedades bactericidas de los HFASs diluidos.  Para mayor evidencia de la actividad enzimática, 

se obtuvieron los perfiles de azúcares en los dos tipos de productos, mediante cromatografía de 

gases con detector de ionización en flama( Se muestra un cromatograma típico en la figura V.4) y, 

como se esperaba, se encontró que la fructuosa era un azúcar principal en los jarabes de agave, 

mientras que en la miel de abeja prevaleció la glucosa.  Además, se encontró  ácido glucónico en 

las mieles de abeja, pero no en los jarabes de agave; lo cual excluye al sistema glucosa/glucosa 

oxidasa como una fuente de peróxido de hidrógeno en estos últimos.  Parece posible que otras 

enzimas de la planta de agave pudieran participar en la producción de H2O2, también debieran ser 
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consideradas como otra fuente de enzimas los microorganismos utilizados para obtener las 

inulinasas mediante la hidrolisis no térmica de fructanos[326, 327]. 

 

(a) Curva de calibración; 

 

(b) Estabilidad de las señales de fluorescencia en soluciones estándar de H2O2                                         

(0.5; 5.0; 15 μM); 

 

(c) Análisis de muestras reales: � - A4; � - A1; � -  H1 

 

Figura V.3. Resultados del ensayo para peróxido de hidrógeno. 
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Figura V.4. Cromatogramas típicos de GC-FID mostrando el perfil de azúcares en la miel de abeja 

H1 (
….

)   y en el jarabe de agave A1(---) ;  mezcla de estándares 1 mg/mL (
___

). La solución de la 

mezcla de estándares contenía : D-Fructuosa, D-Glucosa y Ácido Glucónico. Se utilizó α-

metylmanosido como estándar interno. El análisis se llevó a cabo después de la derivatización pre 

columna con BSTFA (Clarus 500, Perkin Elmer). 

IV.5.3.4.  Análisis de componentes principales 

 Para hallar las posibles relaciones entre los parámetros medidos y para revelar cuáles de estos 

parámetros pudieran ser responsables de la inhibición de crecimiento bacteriano al ser expuestos 

a jarabes de agave,  se aplicó el análisis de componentes principales (PCA), usando matrices de los 

datos obtenidos para las muestras A1-A8 y H1 (Tabla V.2, Fig. V.2). Inicialmente, se consideraron 

las siguientes variables: concentraciones de Go, MGo, DMGo y el % de inhibición de crecimiento 

observado para cada cepa bacteriana a diluciones de la muestra en el rango de 1.5 – 25%, en 

ausencia y en presencia de catalasa; sin embargo el modelo PCA obtenido, no fue 

estadísticamente significativo (menos del 35 % del total de la variabilidad de los datos descrita por 

los dos primeros componentes principales (PC’s)) y los eigenvalores para la inhibición de 

crecimiento para concentraciones bajas de jarabe fueron inferiores a 0.08, así que estas variables 

fueron eliminadas. En el segundo modelo, los dos primeros componentes principales representan 

el 80 % de la variabilidad de los datos (Fig. V.5).   En la Fig. V.5a  se representa la distribución de las 

muestras en un espacio de dimensionalidad reducida (coordinadas PC1 y PC2), observándose dos 

grupos: (1) Miel de abeja H1, jarabes de agave A2, A5-A8 y (2) jarabes de agave A1 y A4, mientras 

que la muestra A3 con la concentración más alta de MGo está claramente separada de las demás 

muestras.  El primer componente principal (PC1) está relacionado aparentemente con la 

concentración de MGo, dado que separa los jarabes A3, A5-A8 con altas concentraciones de dicho 

compuesto, de las muestras A1, A2, A4 y H1 con concentraciones de MGo significativamente más 

bajas.  Más importante aún, el modelo PCA detectó una asociación cercana entre MGo y la 
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inhibición de crecimiento bacteriano, como puede observarse sobre el trazo del eje X (X-loading) 

(Fig.V.5b).  Específicamente, los eigenvalores del PC1 para MGo, para la inhibición de crecimiento 

de B. subtilis en concentraciones de jarabe de 3.2 – 12.5 % y E. coli en concentración de jarabe 

12.5 % (en ausencia y presencia de catalasa) fueron mayores de 0.25.  En general, los resultados 

del modelo PCA indican claramente que el MGo que contienen los jarabes de agave es al menos en 

parte responsable de la actividad antibacteriana no peroxidante de estos productos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.5.  Análisis de componentes principales (PCA)  de los datos obtenidos en el análisis de 

los jarabes de agave (A1-A8) y de la miel de abeja (H1): (a) El puntaje (scores) muestra la 

distribución de las muestras y (b) el eje X (X-loadings) muestra la distribución de las variables 

(3.1B; 12.5B; 25B – las concentraciones respectivas de los jarabes en los cultivos de B subtilis; 

6.3BK, 12.5BK; 25BK –  cultivos de B subtilis con catalasa; 12.5E, 25E  – las concentraciones 

respectivas de los jarabes en los cultivos de E. coli; 12.5EK, 25EK – estas mismas muestras con 

catalasa. 
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IV.5.4. Conclusiones  

 En este trabajo, se reporta por primera vez la determinación de pequeños α-cetoaldehidos en 

jarabes de agave de alta fructuosa. En la aplicación del procedimiento de RP-HPLC-FLD propuesto 

anteriormente, los límites de cuantificación del método fueron 0.11 mg/kg, 0.10 mg/kg, 0.09 

mg/kg para Go, MGo y DMGo respectivamente.  Los resultados obtenidos indican concentraciones 

elevadas de metilglioxal en HFASs comparándolos con las mieles de abeja y jarabes de maíz 

disponibles comercialmente en México, los cuales fueron seleccionados al azar.  Se detectó la 

generación de peróxido de hidrógeno después de dilución en todos los HFASs, aunque la liberación 

de H2O2 fue menos importante que para mieles de abeja. Todos los jarabes de agave presentaron  

actividad bactericida tanto contra B. subtilis como contra E. coli en un ensayo espectrofotométrico 

de dilución en caldo,  y la adición de catalasa tuvo un efecto mínimo sobre los resultados de los 

ensayos, especialmente en jarabes con concentraciones relativamente elevadas de MGo. El 

análisis de componentes principales reveló una asociación directa entre la inhibición de 

crecimiento bacteriano y MGo para las dos cepas bacterianas e independientemente de la 

inactivación de la generación de peróxido de hidrógeno. Se llegó a la conclusión de que 

concentraciones elevadas de MGo en jarabes de agave de alta fructuosa son al menos en parte 

responsables por la actividad antibacteriana no peroxidante de estos productos.  Nuestros 

hallazgos son relevantes debido a que cada vez son más necesarios nuevos alimentos funcionales 

que contengan agentes terapéuticos biocidas para contrarrestar los problemas crecientes de 

resistencia a antibióticos. Es necesario realizar más estudios que nos provean mayor evidencia 

experimental y que nos aclaren cual es el origen del MGo y de la generación de peróxido de 

hidrógeno en jarabes de agave. Por otro lado, parece interesante explorar en un trabajo futuro la 

factibilidad del uso de jarabes de agave en la cura de heridas tan importante en pacientes 

diabéticos. 
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Capitulo V.  

 

Conclusiones generales. 

 

De acuerdo con el objetivo general, en este trabajo se han desarrollado/adaptado diferentes 

procedimientos analíticos, cuya aplicación en el análisis de muestras reales (alimentos, fluidos 

biológicos) permite contribuir en la evaluación de riesgos en el desarrollo y progreso de la diabetes 

mellitus tipo 2 en el estado de Guanajuato.  Para tal efecto, abordamos este estudio con dos 

enfoques particulares: el primero de ellos, consistió en profundizar en el conocimiento del 

impacto de metales y metaloides en la incidencia y progreso de la enfermedad, y el segundo, en la 

determinación de productos de glicación avanzada y, sobretodo, en la de sus precursores. 

Dentro del primer enfoque,  entre los múltiples factores que pueden tener injerencia directa sobre 

el desarrollo y progreso de la enfermedad, los resultados del análisis estadístico que llevamos a 

cabo sugieren una posible correlación entre la incidencia de diabetes y la exposición de la 

población local a arsénico, mediante el consumo de agua de pozos municipales. En las regiones 

donde se detectaron niveles de concentración de arsénico relativamente elevados en aguas de 

pozo, también se registró una mayor incidencia de diabetes en los dos años de evaluación. Esto  

parece confirmar  los reportes de diferentes estudios epidemiológicos llevados a cabo 

anteriormente en otras regiones geográficas.    

Finalmente, bajo este mismo enfoque, los resultados obtenidos en nuestros estudios confirmaron 

que el frijol  es una fuente dietética importante de molibdeno, y no sólo eso, sino que distintos 

tipos de frijol tienen diferentes niveles de concentración de molibdeno y  cobre, así como 

marcadas diferencias en la solubilización y biodisponibilidad de ambos elementos,  lo que parece 

sugerir una relación antagónica entre molibdeno y cobre en estas legumbres. Además, con base en 

un estudio estadístico, se encontró una correlación entre los pacientes diabéticos con 

complicaciones, y la frecuencia con la que consumían refresco, azúcares y frijoles.  Este resultado 

es muy interesante, ya que, junto un estudio que evalúa la toxicidad de molibdeno en 

humanos[264],  nos fue posible evaluar la cantidad de frijol ingerida de manera regular, que 

podría  alterar la homeostasis de cobre en pacientes diabéticos con complicaciones. Todo ello 

ayuda a soportar la hipótesis de que el frijol es una fuente dietaría importante de molibdeno, y 

sugiere que pudiera ser un factor de riesgo potencial para pacientes diabéticos con 

complicaciones. Sin embargo,  los resultados obtenidos no nos permiten concluir si el molibdeno 

puede ser considerado como un factor de riesgo en el desarrollo de las complicaciones diabéticas, 

por lo cual es necesario realizar más estudios.  Los  resultados obtenidos en este rubro, además de 

reforzar las evidencias sobre la importancia de algunos elementos traza en diabetes, nos permiten 
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profundizar sobre el impacto que algunos metales y metaloides tienen sobre la incidencia y el 

progreso de la diabetes mellitus 2.  

Bajo el segundo enfoque, se desarrolló un procedimiento analítico para la determinación 

(incluyendo la síntesis y purificación del estándar) de uno de los AGEs mejor caracterizados: la 

pentosidina.  En este trabajo se utilizó para evaluar el efecto del medicamento telmisartan en 

pacientes diabéticos con nefropatía, pudiéndose  evaluar el progreso de los pacientes a partir de la 

concentración de pentosidina en orina,  antes y después de la administración del medicamento.  

Con ello queda demostrado que la metodología desarrollada no solo permite la determinación en 

niveles fisiológicos de  pentosidina en orina, si no que  proporciona información relevante en la 

práctica clínica y en estudios enfocados en la diabetes mellitus 2.  Con base en los resultados 

obtenidos se propone el uso  de este procedimiento en  laboratorios clínicos como una 

herramienta auxiliar en el seguimiento del progreso de la  diabetes mellitus 2. 

En el caso de los precursores de los AGEs, se desarrolló una metodología analítica para la 

determinación de tres pequeños α-cetoaldehidos en matrices biológicas, in vivo y en alimentos. 

Para su determinación en orina no solo nos fue posible detectar y cuantificar estos pequeños 

analitos a niveles fisiológicos sino que, además, el procedimiento es lo suficientemente sensible y 

confiable como para detectar diferencias de concentración tanto entre individuos en diferentes 

etapas clínicas (sanos, diabéticos y diabéticos con complicaciones), como en personas sanas 

expuestas a diferentes fuentes exógenas. Esto pudiera ser especialmente útil en el seguimiento 

dietético de pacientes diabéticos y en estudios que exploren mecanismos de adicción al alcohol.   

En cuanto a los niveles de concentración de los α-cetoaldehidos en jarabes de agave, es necesario 

realizar más estudios para evaluar la inocuidad de los niveles de concentración relativamente altos 

de metilglioxal en estos jarabes, ya que se vende como un edulcorante alternativo para pacientes 

diabéticos, de quienes, sobra decir, pudieran ser especialmente vulnerables a la ingesta de un 

conocido precursor de AGEs. Por otro lado, se abre un promisorio campo a la investigación debido 

a que estas altas concentraciones de metilglioxal parecen contribuir sobremanera a la capacidad 

antibacteriana de estos jarabes, lo cual es  una cualidad que, sin duda, puede ser aprovechada en 

el desarrollo de ungüentos antibacterianos (como los que tanto necesitan los pacientes diabéticos 

que sufren algún tipo de laceración o llaga),  sin la necesidad de recurrir a antibióticos que 

eventualmente generen cepas bacterianas resistentes a estos[22, 23, 358]. 

Este estudio no pretendía evaluar todos los factores de riesgo potenciales en diabetes, eso sería 

demasiado ambicioso, sin embargo, creemos que contribuye a develar algunos de ellos y a 

ahondar un poco en este amplio campo de estudio. También, creemos, generó nuevas preguntas: 

¿qué tanta injerencia tienen las altas concentraciones de arsénico en la incidencia de diabetes en 

algunos municipios de Guanajuato?, ¿las películas de alginato funcionan para la remoción 

conjunta de otros metales además de plomo?, ¿puede el molibdeno ser considerado como un 

factor de riesgo de las complicaciones dietéticas? y, de ser así, ¿pueden ciertos tipos de frijol ser 

considerados como un potencial factor de riesgo para pacientes con complicaciones diabéticas?. 
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Otras interrogantes derivadas de nuestro estudio fueron estas: ¿pueden las metodologías 

analíticas desarrolladas para la determinación de AGEs y sus precursores usarse como análisis 

rutinarios en la evaluación de pacientes diabéticos?,  ¿cuál es el origen del metilglioxal y de la 

generación de peróxido de hidrógeno en los jarabes de agave? La respuesta a todas estas 

preguntas aún no las sabemos. Lo que queda muy claro es que es necesario redoblar esfuerzos y 

realizar más estudios que nos permitan contestar todas ellas, y las nuevas que pudieran surgir, con 

la esperanza de que todas estas respuestas y las nuevas preguntas que vayan surgiendo, en algún 

momento nos permitan comprender mejor los mecanismos de desarrollo y progreso de la 

diabetes mellitus. Hasta entonces, es imprescindible no ceder en el esfuerzo para desarrollar 

nuevas y mejores metodologías analíticas cuya aplicación nos permita alcanzar nuestras metas.  
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Anexo 1. Reporte de estancia. 

 

   Factibilidad del uso de películas de alginato para la remoción de plomo de aguas 

contaminadas. 

 

A.1.  Introducción – Plomo como elemento tóxico en diabetes y posible estrategia de 

remoción en aguas naturales. 

El análisis estadístico presentado en el Capítulo IV.1 sugirió una posible asociación entre la 

incidencia de diabetes en el estado de Guanajuato y los niveles de arsénico en agua potable. La 

problemática de arsénico ha sido descrita en nuestro estado [9, 82], en otras regiones de México 

(Coahuila)  y del mundo [359]. Asimismo se han desarrollado diferentes estrategias para la 

remoción de este y otros metales/metaloides contaminantes [360, 361] ; como ejemplo, en 

nuestro grupo de investigación se demostró la factibilidad de uso de nanopartículas de fierro para 

la eliminación de las formas inorgánicas de arsénico de aguas naturales [214]. Como se puede 

observar en la Tabla I.1, arsénico no fue el único elemento contaminante en algunos pozos del 

estado; en varias localidades se encontraron también concentraciones relativamente altas de 

plomo, de acuerdo con otros estudios [213]. Este elemento presenta alta toxicidad y ha sido 

asociado con la diabetes, tal como se describe en la parte de la introducción. En este contexto y 

atendiendo el enfoque regional, parecía interesante realizar un estudio de remoción de plomo. 

Esta parte del trabajo fue realizada durante una estancia de tres meses en la Universidad de 

Nagaoka, Japón. El grupo de investigación japonés tiene amplia experiencia en estudios sobre 

fabricación, modificación y uso de alginatos en remoción de especies contaminantes de sistemas 

acuosos[362, 363].  

Los metales pesados son agentes tóxicos y carcinógenos bien conocidos, los residuos de dichos 

metales en el ambiente conllevan una amenaza no sólo a la salud pública, también para el 

ambiente debido a su biopersistencia, esta tiene efectos tóxicos muy serios para los ecosistemas 

acuáticos[364].  Los metales pesados son ampliamente usados en electrodeposiciones, pinturas, 

tratamiento de superficies, manufactura de circuitos impresos para teclados, etc. Muchos 

métodos se han sugerido para la remoción de metales tóxicos de soluciones acuosas, tales como 

precipitación química, evaporación, intercambio iónico, adsorción, cementación, electrólisis y 

ósmosis inversa. Debido a la naturaleza específica de los efluentes industriales (pH bajo, variedad 

de cationes y aniones, emulsiones con aceites, partículas, etc.) la remoción efectiva ha probado 

ser un proceso costoso y muy difícil[79]. Aunque la adsorción es el método más efectivo y 

ampliamente usado[365], las resinas quelantes comerciales, uno de los sorbentes más utilizados, 

son aún un material caro y en su mayoría no biodegradable. De aquí, la investigación se ha 

enfocado en la preparación de sorbentes nuevos, baratos y más efectivos. Uno de esos 

prometedores materiales,  que ofrece tales ventajas, es el alginato, un polímero aniónico natural. 
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El alginato de sodio es un copolímero lineal de guluronato (G) y manuronato (M), el cual 

constituye 10-40 % del peso seco de todas las especies de algas cafés[366-368]. La capacidad de 

este copolímero para formar geles biodegradables estables en presencia de cationes divalentes ha 

sido conocida y estudiada extensivamente[369, 370]. Estas propiedades de gelación pueden 

atribuirse al enlace simultaneo de cationes divalentes tales como Ca(II) a diferentes cadenas de 

bloques de guluronato (bloques – G). Como resultado de su configuración, estas cadenas forman 

cavidades electronegativas, capaces de mantener a los cationes vía sus interacciones iónicas, 

resultando en el entrecruzamiento de las cadenas en una estructura similar al empaque de huevo 

en  cartones (“egg-box”)[369].  Convencionalmente, el alginato de calcio es ampliamente 

preparado en forma de perlas, el mecanismo de remoción de los iones metálicos pesados es 

mediante el intercambio iónico entre los iones Ca(II) de las perlas y los iones metálicos pesados en 

la solución acuosa. 

En este estudio, se comparó el desempeño de remoción de iones Pb(II) mediante alginato de sodio 

(Na-Alg) y alginato de calcio (Ca-Alg), el primero está disponible comercialmente como material de 

partida, el segundo es producido mediante el entrecruzamiento (cross - linking) de iones Ca(II) al 

Na-Alg.  Vale la pena señalar que, el Na-Alg disponible comercialmente está en forma de polvo y es 

soluble en agua, por lo tanto, este estudio desarrolla un método para formar películas de Na-Alg  a 

gran escala, las cuales son más prácticas para llevar a cabo la remoción de iones metálicos 

pesados.  También se llevó a cabo una investigación sobre el desempeño de remoción de iones de 

Pb (II) entre las películas de Ca-Alg y las perlas de Ca-Alg convencionales.  

El objetivo general del trabajo fue hacer un estudio comparativo sobre la determinación de 

metales, con un enfoque especial en iones de plomo, mediante espectrometría  de emisión óptica 

con plasma acoplado por inducción (ICP- AES), en muestras de alginato de calcio y alginato de 

sodio.  El alginato es un polisacárido que se obtiene de algunas "algas marrones" del género 

Phaeophyceace[368, 371], es bien conocido su uso como biopolímero absorbente fácilmente 

accesible y económicamente atractivo, el uso de alginato de calcio para fabricar  adsorbentes para 

su uso en el tratamiento de aguas contaminadas está bien establecido[368, 372, 373], su gran 

afinidad por cationes metálicos divalentes permite cambiar las propiedades de una película 

soluble en agua a una insoluble que puede ser fácilmente removida del agua contaminada[368, 

372, 374]. Usualmente se fabrica una membrana de alginato de sodio y se sumerge en una 

solución de iones de calcio para producir en el alginato un proceso de entrecruzamiento que 

provoca que de ser soluble en agua, se transforme en alginato de calcio insoluble. Después de un 

proceso de secado dicha película puede ser usada para la remoción de metales pesados[368, 371-

375].  Esta investigación es para determinar el desempeño de dos tipos de películas de alginato en 

la remoción de iones de plomo de aguas contaminadas. Lo novedoso de este estudio es que se 

propone en este caso el uso de la película de alginato de sodio directamente, sin un 

entrecruzamiento previo, simplemente colocar directamente la película de alginato sobre la 

muestra de agua contaminada, y los iones metálicos presentes en la muestra serán los encargados 
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de realizar el entrecruzamiento en la película de alginato, permitiendo que se vuelva insoluble, lo 

cual nos permite su rápida y efectiva remoción.               

                             

A.2. Materiales y métodos 

Para la determinación de iones de plomo se utilizó un espectrómetro de emisión óptica con 

plasma acoplado por inducción ICP OES,  Shimadzu ICP-7510.  Para todos los análisis se usó agua 

desionizada (18.2 MΩ cm, Labconco, USA)y los siguientes reactivos: alginato de sodio extra puro, 

nitrato de plomo Pb(NO3)2  grado analítico y cloruro de calcio  Ca(Cl)2  grado reactivo que fueron 

provistos por Nacalai Tesque.   También se usaron los siguientes reactivos Sigma, carbonato de 

calcio Ca2 CO3 provisto por Sigma y carbonato de potasio K2CO3  provisto por Merck. 

 

A.2.1. Preparación de los diferentes tipos de alginatos para remoción. 

Para preparar una solución al 2% en peso de Na-Alg, se disolvieron 2 g de Na-Alg (alginato de sodio 

extra puro Nacalai Tesque)  en 100 mL de agua bajo vigorosa agitación. Para fabricar las películas 

de Na-alg, 8 mL de la solución descrita anteriormente se esparció en marcos de 8.5 cm X 5.5 cm, y 

se secaron por 24 horas a 50 ºC. La película seca tenía aproximadamente una masa de 0.2 g.  Para 

la fabricación de las películas de Ca-Alg, las películas de Na-Alg se sumergieron en una solución 0.2 

M de cloruro de calcio (Nacali Tesque) por 3 horas. Las películas fueron enjuagadas con agua 

desionizada  para remover cualquier exceso de cloruro de calcio sobre la película y se secaron por 

12 horas a 50 ºC. Para producir las perlas de alginato, 8 ml de la solución de alginato mencionada 

anteriormente fue medida con una jeringa, lentamente se fue goteando sobre una solución 0.2 M 

de cloruro de calcio bajo agitación vigorosa y se dejaron así durante 3 horas. Las perlas fueron 

enjuagadas con agua de intercambio iónico y se secaron durante 12 horas a 50 ºC.  

 

A.2.2. Procedimiento experimental para la remoción de Pb (II). 

Se prepararon soluciones de Pb(II) (10mM,1mM,0.1mM) usando Pb(NO3)2. El experimento de 

sorción fue llevado a cabo colocando ya sea la película de Na-Alg, película de Ca-Alg ó las perlas de 

Ca-Alg en un vaso de precipitados de boca ancha, el cual contenía 100  mL de la solución de Pb(II). 

Las muestras se dejaron por 6 horas. Las concentraciones de Pb(II) fueron determinadas con un 

espectrofotómetro de emisión atómica con plasma acoplado por inducción (Shimadzu, ICP-7510). 

Cada experimento fue al menos triplicado bajo condiciones idénticas. 
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A.3. Resultados y Discusión. 

 

Figura A.1. Porcentaje de remoción de Pb (II) contra tiempo (en minutos). 

La concentración de alginato al 2%  usada en el estudio fue escogida entre tres diferentes 

concentraciones, 1%, 2% y 2.5%, debido a que procesarlas fue relativamente fácil. La Figura A.1 

muestra el desempeño en la remoción de Pb(II) entre las películas de Na-Alg y Ca-Alg.  Este 

experimento fue llevado a cabo por 6 horas en una solución 10 mM de Pb (II). En esta parte del 

estudio las películas de Ca-Alg mostraron de manera consistente, un mejor desempeño en la 

remoción de Pb(II) comparado con las películas de Na-Alg. Para ambas muestras la remoción de 

Pb(II) alcanzó su máximo de adsorción después de 3 horas. 

El mejor desempeño en la remoción de Pb(II), mostrado por las películas de Ca-Alg puede ser 

explicado por la formación del modelo  “egg box” (“caja de huevo”) la cuál fue descrita en la 

introducción. Para las películas de Ca-Alg, la estructura de “caja de huevo” se logró mediante el 

proceso de entrecruzamiento (cross-linking) usando una solución de Ca(II), la estructura 

esquemática de Ca-Alg se muestra en la Figura A.2. Por lo tanto, los iones de Ca(II) que están 

localizados en las cavidades del “egg box” son fácilmente substituidos con iones Pb(II) los cuales 

tienen una mayor afinidad por el alginato[376-378]. Así como la película de Na-Alg, consiste 

solamente de  monómeros de alginato dispuestos al azar sin ninguna estructura establecida, por lo 

tanto los iones de Pb(II), los cuales  tienen un mayor radio iónico comparado con los iones  Ca(II) y 

Na(I), no pueden enlazarse tan fácilmente con los monómeros de alginato.  

 

Figura A.2. Diagrama esquemático de la estructura del Ca-Alg. 

Tiempo, s

Monómeros 
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La Figura A.3 muestra los resultados del desempeño en la remoción de Pb(II) mediante una 

película de Ca-Alg en soluciones de Pb(II) de diferente concentración. Debido a la alta 

concentración de Pb(II) en la solución 10 mM, el desempeño inicial en la remoción de Pb(II) (esto 

es, antes de 100 minutos), fue el más alto. Sin embargo, en el rendimiento global en la remoción 

de Pb(II), las películas de Ca-Alg mostraron el mejor desempeño para soluciones  0.1 mM de Pb(II). 

Para soluciones 1 mM y 10 mM, el desempeño fue relativamente similar.  Los resultados indican 

que las películas de Ca-Alg tienen una buena capacidad de remoción en soluciones de Pb(II) de 

concentraciones bajas, en este estudio, son capaces de remover más del 98% de los iones Pb(II) de 

una solución 1 mM. 

 

Figura A.3. Porcentaje de remoción de plomo contra tiempo para películas de Ca-Alg            en 

soluciones de Pb (II)  con diferentes concentraciones. 

La Figura A.4 muestra la comparación en la remoción de Pb(II) entre películas de Ca-Alg y perlas de 

Ca-Alg que es el método convencional de preparación de Ca-Alg. El estudio fue llevado a cabo en 

una solución 10 mM de Pb(II). Los resultados muestran que el Ca-Alg  tipo película permite un 

mayor porcentaje de remoción de Pb(II), este es cerca de 3 veces mayor que para las perlas de Ca-

Alg. A esto contribuye la mayor superficie de la película, la cual es mucho mayor que en las perlas 

con el mismo peso usadas en el experimento, por ello proporcionan una abundancia de sitios 

activos para enlazarse con el Pb(II). 
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