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LA DETERMINACION D E ESTRAEDIOL
EN CARNE PROVEKNIENTE DEL
SACRIFICIO DE 1O0S

TOROCS DE LIDIA



INTRODUCCION

El toro, como todas las formas vivas actuales, es lz --
resultante de uns larga evolucidn filogendtica z través de -
"las épocas geolbgicas més dilatedas, durante lzs cuales han-
ejercido su mixima accién modeladora sobre la materia viva -
todas las fuerzas natursles oue la geologiz y Y= biologia —-
en grzdo potenciel en el actc sublime de la Creacibén. ( 5 )

La pzlcontologiz, leyendo en restos fésiles encontrados
en los estratos de la corteza terrestre, hace creer que los-
seres vivos de cada formacién geoldgica son tanto més anélo-

gos a los actuales cusnto mds modernos son esquéllos.

De este modo, y semin los més modernos estudios paleon-

tolégicos relacionados con el origen de los bévinos, tiene -
el género Bos, entre sus ascendientes desaparecidos, numero~
ses formas ancestrales, como el Bos longifrons o brachycé-——
ros, el B, primigeniusg, el B, frontosué,'etc., gue se remo--
tan hastz el mencionado Anoplotherium, considerado como ori-
gen comin o‘ent}onque de todos los artioddetilos, tento mo--

nogésticos como poligésticos, puesto que su organizacién -—-

presentaba marcada semejenza 1o mismo con 10s unos que con -

los otros. ( g ).

Hay, sin embargo, gquien no =dmite otros ascendientes --
de todas las rezzas actuales de toros ocue el uro o toroc sal--
vaje del reriodo neolitico y gue ha subsistido en slgunos ~-
paises hasta el siglo XVII. Las demds ecvecies del género --
Bos serian razas o subespecies del Bos taurus‘primigenius. -
(5 )¢9

En drez geogrifice del uro se extendiz desde el oeste -
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de Europa (Espzfia, Inglaterra, etc,) hasta la china, y dada-
tan emplia 4rea pudo muy bien ser domesticado en varios 1u¥—
gares inlependientemente, si bien lo seris probéblemente en~
Asiz, como casi todos los demés animales que el hombre uti--
lizae en su servicio. { 5 J.

Del uvro deriven todas las razas de toros existentes, y-
no del bisonte de Europz, cuyos restos encontramos tan zhun~
dantemente en las hzbitaciones del hombre troglodita. Teénien
do, pues, un origen comin nada deben extrafiarnos les analo—-
gias existentes entre los toros gque en estadc semisalvaje se
encuentran en distintas regiones, v

Los Parzones criaban toros en el pafs del Nilo pars de~
dicarlos 2 la pelea, y talec animeles ersn precisamente el -
tipo braquicéfzlo; como los suizos de gue heblamos., ( 5 ).

Los 4rzbes debieron difundir este raza taurins por el -~
norte de Africa y por Espafia, de donde paesare & Suiza. Posee
esta raza acentuado instinto combativo, y ella serfa, segin-
estas investigsciones, la precursorz de lss nuestras de 1i--.
dim. ' '

La reza escocesa es muy pelude ¥ de largos cuernos, y -
ha servido de modelo para gue los pintores ingleses dibujen~
estempas taurinss con toros que los espaficles no reconocemoé
como nuestros.

Los celtas dieron nombre el toro salvaje gue encontra-—-
ron en Europa, 21 gue llamarmn auroch, palzbra formada de w-~
1lzs dos aur y och, ocue significa szlvaje y toro, no confun--
diéndole desde luego con el bisonte de Europa, como después—
1o han hecho muchos naturaiistéé; pueg yz vemos tal diferen-
cizecibn ern lzs pinturas rupestres, en lss oue claramente se~

perciben lag dos siluetes inconfundéibles de smbos rumiantes,

i
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puesto que, como decimos, hen sido confundidas ambas espe---
cies, haremos una ligera descripcidn de cada una de ellss,

Los bisontes son animales bien caracterizadoes por tener
14 pares de costilles, mientres gue los bueyes sélo tienen -~
.13, Tienen abundeznte velo, que forme en el tercio anterior -
una grezn melens gue cae sobre cuernos y ojos, mucho més zbun
dante en él bisonte americano gue en el evropeo; su cabeza ~
es ancha y més convexa y pesada que en el toro, con fuerte ~
musculatura sobre lz cerviz, oue forme unea ligera joroba en-
el bisonte europeo y una muy desarrollada en él americano. -
Los cuernos cel bisonte son mds peguefios y argueados y finos
que en el toro, ha desaparecido casi totalmente lz especie -
europez, durante lz gran guerra, de los boscues de Lituania-
y del Cducaso, en donde, vor lo visto, existian los dltimos-
ejempleres,

El zuroch era un animal tan grande como el bisonte y —-
micho més cue el toro actuzl, pues zlcenzaba una tella de —-
1;85 metros de alturz a la cruz; su cola era mér largz y pe-
luda que 1s del bisonte; carecia de joroba, y sus cuernos. --
eran mucho mée desarrollados y més potentes gue los del bi~—
sonte. '

El uro no tenfe el cuerpo cubierto de .tan zbundsnte pe~
lo como el biscnte, ni formeba melenz, ni era erizadoc en la~
primera mited de su lfnez dorszl, ni se presentaba colgente~
sobre 1la pavedz. Cuéntase que fué muerto el ¥ltimo hallado -

en el bosque de Jektorowka (Polonia) en el =fo 1630 ( 5 ).



REVISION JLITERARIA,

I.os estrdgenos scn bioldgicamente inactivos en dosis ~-
pecuefias, vnero como muchas ctras sustancias, nueden oczcio—-
rer efectos inSesesblés en grandes dosie., Entre los efectos-
téricos de los estrégenocs estfn el incremente en la reten~--
cién de agua, hemorrapgias uterinas, mastodiniz, agrevecidn -
de fibroides uterinas, mwastitis oufstica crénies, ﬁigrzﬁa g
el riecsgo de tromflebitis, Con dosis grandes adminigtrades -
por perfodos prolongsdos se puede provocar céncer en cepzs -
de ratones susceptidbles. En la mujer la administrecién de --
znticonceptives, por lergo tiempo o como terapia de reemple~
zo en menopausiz u ovariectomia no incrementz el cfncer ma--
mario, Herbert, Unfelder y Poskanzor. { 7 ).

Los toros por su temperemento y formz de ser szcrifica~
dos en lz plaze, son expuestos & Tectores estresantes que —-
originen un auvmenio de secrecidn de Jas hormoras adrenzles,—
en la fase inicig) e la z2larme lzs secreciones de les glén-
dulas suprerrenzles se sctiva y lz secrecidn queds tajo con-
trol del sistema nervioso central. Fl hipotdlamo se estimuvlz
por el estress, e induce z lz liberscidn de éorticotropina -
gue conduvce & la secrecidn de ACTY en le hipbfisis, ésta a ~
la vez provocs le tiosintesis de esteroides'suprarrenales -
entre ellos los estrdgenos con la ayuda del 3'5' 43P ciclico
(4-10),

lz F.D.A., en loe Estzdos Unidos de Nortezmérica tole—-
ra como resicduo en log tejidos animales comestibles n
unz parte por billén de estrégenos { 1 ppb ) ( 6 ). Existen—

de 15,000 a 65,000 sitios receptores de les célvlas blznco -

caznaces de reaccionzr con sustancias hormonzlmente zctivas.
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Czds receptor conjuga hasta cinco moléculas. En la sctuali--
dad es posible detectar residuos esirogénicos en los tejigos.
comestibles de los animsles muy inferiores a1 umbrsl canaz -
de producir una respuesta bioldgica ( 6 ), existe evidencizs-
-de qﬁe ceds receptor necesitz unz o dos moléculas, por tanto
se necesitan entre 5,000 y 100 millones de molécvlas por cé-
lulz para producir uns respuesta fisiolébgica.

En los higzdos de bovinos conteniendo ilegelmente 2 —--
prb. de estrbgenos se encuentren 8.4 x 1012 moléculas, Al ——
comer higado del animzl se_absorbe en intestino el 3% o sea,
2.5 x lO11 molécules, cade céluls recibirf{z aproximadamente-
4 molécvlas de estrbgenos muy inferior a lzs 5,000 & 100 mi-~
llones necesarios para gue sez una recspuesta fisioldgica,

La dosis minimz parz rrovocar una respusstz fisioldgi--
ca por los estrégenos es de 100 micyogramos § 2.2 x 1017 mo—
léculas. Lz evidencia indice que.con lze dogis sltas de re--—
éiduOS de estrégenos cslculados snteriormente no existe pe--
ligoenelmmmm.(G)v

Sin embargo Delane ( 6 ), mencionz gue “sélo es necesa-
rio une molécula de estrbégenc en el sitio y momento para cau
sar un cembio en el genoma celular v prodﬁcir céncer”. De —
acuerdo a esto, las cantidades infimas de estrégenos encon~-
trados en los tejidos animsles comestibles bastar{as parz pro

vocar céncer,



PLANTEANIENTO DEL PRCBLENMA

Actualmente no hay duda en que el metabolismo oue se —-
rezliza a nivel del cerebro es afectado por la alimentacidn-
ya gue se sabe cue por lo menos 3 clases de neurotransmiso-—-
res (serotoninas, acetilcolinse y catecoleminazs) son influen
ciadas por 1= dietz.

En la actuzlidad, es posible a trevés del (R.I.A.) ¥y de
otros metodos bioguimicos, (cromstografia en cana delgada) -
investigar y cuantificar ciertos medizdores bibquimicos cuya
cantidad puede ser incrementada en la carne por las sitva~—-
¢iones de "stress"™ verificadas en los mataderos antes del --
sacrificio. Unas tras otras pueden desencedenar en él congu-
midor pertﬁrbaciones indeseadas (muy cependientes de 12 sen-
sibilidad individual) y pueden indicar lz necesidad de nue--
vos sistemas de preparecibn asi como de la metanza de log —-

animales.



HIPOTESTIS:

Lzs cantidades Ge estrzdiol pueden ser aumentadas por ~

el "stress” producido en el sacrificio de los animales



CBJETIVCS

l.~ Determinzr las cantidzdes de estradiol en carne de-
los toros de lidis, deé las diferentes ganaderias, sacrifica-

‘dos en la pleza de toros de la Ciuded de Guadalajers, Jzl.,

2.~ Comparar las cantidades de ectrzdiocl en carne de —

los toros de lidie, con las del ganado de zbasto ( 1 ),



M AT ERI AL

REACTIVOS.~ las cantidades de reactivos cue se indican-
son suficientes para llevar a cebo un zndlisis completo por-

dupliczdo.

l.~ Cloruro de metileno, Dos litros. Se filtra con gel de -~

sflice antes de usar,

2.~ Cloroformo. Cuatro litros. Debe de redestilarse con ~——
co3 K2 anhidro.
3.~ Alecohol metilico absoluto. Cineco litros y medio. Redesti

lese con co3K2 anhidro.

4,~ Acetato de etilo. Un litro. Redestilese con °°1K2 ——————

anhidro.

5.~ Tolueno, Ocho litros'y medio, Redestilese con co3K2,~_~~

anhidro.

6.~ Acetonz. Doscientos ml., Redestilese con co3K2 anhidro.

7.- Hexano. Ouinientos ml. Redest{lese con co)_K2 anhidro.

-

8.~ Formamida. Trescientos ml. Redestilese con 062K2 anhi——- -

aro.

9.~ Alcohol etilico absocluto, Doscientos ml.



- 10 -

10.~ Alcohol etflico de 80° (v/v) Cien ml.
11.~ Patrén de estradiol. Se disuelven 25 mg. de estradiol -
en 25 ml. de zlcohol etiliqo 2bsoluto. Esta solucién -~

contiene 1 mg/ml.

12.~ &zul“’de tetrazol., Se disuelven 24 mg. de colorente azul

de tetrazol en 200 ml. de agua destileda.

12.- Hidréxido de sodio 0.1 N Doscientos ml.

14.- Hidrdxido de sodio 1 ¥, Dosciento; ml,

15.- Hidréxido de sodio 2 N. Doscientos ml.

156.~ Acido acético 6 N. Quince ml.

17.~ Formol =21 37%, Cinco ml.

18.- Acido clorhidrico concentrado, Diez ml,

1%.~ Nitrégeno quimicamente pure. Un eilindro.

EQUIPO:

l.- Cémaras cromatogrédficas. Redondas (20 de didmetro por. 60
de 2ltura) con accesorios pare disolvente en crometogrea~
Tia descendente; recipientes de vidrio ( de 25 cm. de -~

didmetro por 7.5 de altura ) pare la fase estacionaria -

¥ recipientes recténgulares bajos. Se requieren dos jue-
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gos.

2.~ Lémpara de luz ultrevioleta, ( Longitud de onda largs ).

Una. —
3.~ Bafio de ague & 37°C. Uno,

4.~ Placas de silica gel F. Treintz hojas de 46.3 por 56,5 -
em. { 30 hojes),

5.~ Estufa secadora = 80°C, Una, o
CRISTALERTIA:
1.~ Frasco de vidrio color #émbar de 3,75 litros. Uno.
2.- Agitedor mecdnico. Uno,
2.~ Embudos de decentzcibn,
4,000 ml, - dos
©3,000 ml, ~ dos
2,000 ml, - dos
1,000 ml. ~ dos
500 ml, ~ dos
200 ml., - cuatro

4.~ Bzlones,

1,000 m1, ~ dos
200 ml, ~ dos



100 ml, - dos

25 ml, - cuatro.
5.~ Prasco Erlenmeyer-con tapbn de vidrio.
500 ml. -~ dos
250 ml, -~ dos
100 ml, - dos

6.~ Probetas coh tepbn de vidrio.

100 ml, ~ dos

50 ml., - cuatro.
7.~ Probetas comunes.
1,000 m;. - dos.
8.~ Micropipetas calibradas.

100 microlitros - dos
50 microlitros - cuatro
25 microlitros - ocho
microlitros - seis
microlitros - dos

microlitros - dos

[ B -S|

microlitro -~ dos.

- 12 -
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M ETT O D G

Pars el presente trabajo,se tomaron un mimero de 30 -—-
muestras de carne, de la parte de lz pierna 'de los toros se-
crificados en lz plaza. '

El peso de los toros fluctua entre los 400-500 Kg.

Tuestraes gue se tomaron de varizs corridas, para enali-

ser de verias gensderias, ’

Una vez sacrificado el animal,‘eviserado, se tomaron ~-
las muestres, en seguida se trasladaron en refrijerscidn al-
laberatorio de zndlisis biomédicos y toxicolégiéos ubicagdo -
en 1la czlle Colén # 767 interior 207, Sector Hidzlgo, Gumda~
lajara, Jalisco, ’

Algunas etapas fueron trebajalas en el dree de investi-
gatifn en el Lzboratorio de biooufmica de la Facultzd de Me-
dicina de la U. de G. que fueron cometidas 2l siguiente es—-
tudio:

- Determinacién de estradiol, por el método de cromatografie .
en capa delgeda, _ 4 o

El estradiol y otros es{eroides cérnicos se soméeten a -
hidrélisis dcidz y después se extraen con cloruro de metile-
no. El1 estradiol ée separa de los otros estercides mediante-
tres fraccionsmientos cromatogrdficos., El primer sistema —-=
cromatogréfico separa el estrzdiol y otros esteroides “021"—
del maeteriel extrafio existente en el extrscto de cloruro de-
metileno, El segundo sistema ciomatogréfico separs el estra-

.6iol del cortisol y sus derivados. El tercer sictema croma~-
togrédfico mpicla el estradiol y permite eu determinacidn se--
micuntitativa, comparendo la florescencia del estrsdiol en ~
el tercer crometogreme con lz fluorescenciz de patrones de ~

estradiol,
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PROCEDIMIENT Os

Se recoge un gramo de macerzdo de carne de las muestrss
tomadas en un frasco de 2.75 litros de boca zncha y de color
.marrén, 21 cusl se agregaron precisamente 15 ml. de dcido --
gcético 6 N y 5 ml, de formol. Se ajustz el pH de ls carne -
a 1,0-1-5 con €l HCL concentrzdo,

Con el objeto de gue se lleve = cebo la hidrélisis de -
los esteroides conjugados, se dejz ls muestra en reposo 24 -
horas a temperatura ambiente.

Se mide el volumen de la carne en una prcbeta graduvzda-
Yy se sepzran dos porciones de 1000 ml, cadz una para el and-
lisis. ( Todas las determinzciones se hzcen por duplicado. -
Cada porcién se nasa & un embudo de decantacién de 2000 ml.

Se agregan a cada embudo de decantacidn de 150 ml. de =
cloruro de metileno y se mezcls por toracidn durante un mi——
nutc. Se deja en reposo 10 minutos pere que se separen les -
fases, se pasz después la caepa infericr de cloruro de metile
no a un embudo de decantacidn de 10C0 ml. y se desecha el —-
residuo cérnico.

Siguiendo le mismz técnica se extrae 1z carne con 3 por
ciones de 150 ml. de cloruro de metileno.

Se rednen los extractos de cloruro de metileno en el ——
erbudo de decantacidn de 1000 mwl, y se desecha el'residué -
cérnico.

Los extractos mezclados de cloruro de metileno se laven
con 60 ml., de NeOH 0.1 N frie, y se azspira la solucién de —
NaCH sobrenzdante z un embudo de decantmcidn de 5GC mi.

De menera similer, se levan los extractos mezclados de~

cloruro de metileno con 3 porciones de 60 ml. de agus desti-
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1zda. Los 1iquidos de lavado acuoso se aspiran 21 embudo de-

decantacién a 500 ml,

Se pfocede ahora a extraer lz mezclz de NaOH con los 11
.quidos de lavado acué;os, empleando 60 ml, de cloruro de me~
tileno. El extracto de cloruro de metileno obtenido se agre-
gz a lz mezcla de extractos de cloruro de metileno obtenidos
preciemente y se desecha el residgo 2cuoso.

Se filtran el extracto de cloruroc de metilenoc con un pa
pél de filtro previamente lasvado con disolvente, en un balén
de 1000 ml. Se coloca el balén en bafio de agua 37°C y se eva
pora el contenido mediante corriente de nitrégeno, hasta un-
voldimen de 5 ml. aproximadamente.

Se transfiere el residuo de la eveporecién, junto con -~
dos lavados con 5 ml. de cloruro de metileﬁo y dos levados ~
con 5 ml., de alcohbl estilico absoluto, a un baldn de 25 ml.

Se evapora a sequedgd el_contenidé de este bélén en un-

batio de zgue a 37°C, mediante unz corriente de nitrégeno.
PRINER FRACCIONAWMIENTC CRCMATOGRAFICO
a) Preparacién de 1z cdmara cromatogrifica.

Se recubre el initerior de la cdmara con una doble capa~

de places silica gel F,
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Fn un embudo de decantacidn de 3,000 ml. se colocan —-
1800 ml. de cloroformo, 200 ml. de hexano, 100 ml. de forma-
mida y 100 ml. de zgua destiladz. Se mezcla enérgicamente ——
varios minutos y se dejs envreposo otros 10 minutos para que

"se separen las fases.

Se pazsan unos ?OO ml. de la capa inferior de hexeno y -
cloroformo a2 un Erlenmeyer con tapén de vidrio, y se guardan
para su uso posterior,

El resto de la capa inferior de hexeno.y cleroformo se-
vierte por el papel de filtro gue recubre le cédmarz cromato-
gréfica, Se tapa ésta herméticamente y se deja en repéso to-

tal por lo menos dos dias,

b) Cromztograff{a. Placas silica Gel F.

Mediante migropipetas se aplican 25 microlitros de les-
soluciones patrones de cortisona y estradiol en las 1l{neas -
de partida de cada csnal lateral de ia hoja cromatogrifica.

Se colocan 100 microlitros de unz mezela 1:1:1 de clo-—-
roformo, acetato de etilc y akocohdél metilico en el balén de-
25 ml. que'contieﬁe el residuo de esteroides, procediendo a-
su disolucién por rotacién suzve, Con una.micropipeta 5€ =——
aplica cuantitativemente la solucidén asi obtenida, el cromz-
togramz, haciendo una zngosta bandz a lo largo de la linea -
de partide. ' '

Se pasan porciones de 50 microlitros de la mezela de ~-
cloroformo, acetato de etilo y alcoh8l metilico 21 balén, -—-
pazra disolver esteroides residuesles, y se zplican desopués a-~
la 1linea de partida del .cromatograma. Generalmente hasta 2 -
é 3 porciones para la.transferencia cuantitetiva de los es—-

teroides.
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Se colocan en cromatograma en la cémara cromatogréfica,
llenando inmediatamente ei recipiente de disolvente con la -
mezcla de hexano y cloroformo saturada con form=mmida y agua,
que habia sido reservedz tal como se indicara en =z, "Prepara
cién del recipiente cromatogrédfico”. Se deja llevar a ezbo -
la migracidén cromatogrdfica dursnte 3 horas.

Se retira el crometograme de la cdmzra eromatogrédfica,-
¥ se susvende de una varilla de vidrio mediante broches; Se-
necesitan unos 10 minutos pare que se evaporen 10s disolven—
tes. )

Se corta cuidadosamente el canal central del cromatogré
ma, reservéndolo parae la elucién de los esteroides. Las por-
ciones remznentes se depositan sobre una 1émina de vidrio.

Se colocan 15 ml. de 1z solucién de azul de tetrazol en
una probets de 50 ml, con tapdn de vidrio y se diluye 30 ml.
con NaOH 2N; se vierte cuidadosamente en seguidea esta solu--
cidn alcaiina sobre el cromatograma, para que los cznales la
~ terales queder uniformemente saturados con el colorante. Asi
eparecen inmediataﬁEnte ies menchas” azules correspondientes—
a la cortisona ( compuesto E ) y 21 estradiol ( compuesto -~
f }; se procede entonces a medir las distancias 2 que ha mi-
grado czda componente desde las 1fneas de partida, Se deja -
~ secar después el cromstograma a temperatura ambiente.

Del canzl central del primer cromatograma se corte un -~
fragmento del cromstogrema cue comprenda desde vnos 5 Cm. —-—
por debajo del centro de la mancha "¥*, hasta 7.5 por debajé
del centro de’.la mancha "E"., Se pliega y se colocz en un ——-
frarco de 100 ml, con tapdén de vidrio; Se agregan 30 ml. de-
alcohdl estilico de 80° y se agita suavemente ccn un agita—-
dor mecénico Surante una hora, decantando después el zlco¥bl

etilico en un embudo de decentacién de 200 ml.
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Se pasen 60 ml. de cloruro de metileno 21 frasco con itz
pén de vidrio que contiene todavia el frasmento del cromato-
grame, se agita 5 minutos v se decsnta el cloruro de metile-
no a1 embudo de decantacién de 200 ml, Se repite una vez més

“este proceso de extrzcién con 60 ml, de cloruro de metileno-
los cuzles también se pasan =l embudo de decantacibdn. Se agi
ta el embudo de decantacién de 200 ml., durante un minuto, y~
ge deja en reposo 10 minutos pera que se separen lzs fases.-
Se filtran después la capa inferior de cloruro de metileno -
con papel de filtro ( previzmente lavado con disolvente ), -
vasdndola & un balédn de 200 ml. Se extrae la fase alcoh8lica
que gueda en el embudo de decentacién, con 10 ml. de cloruro
de metileno. Este extracto de cloruro de metileno ge filtra-
al balén. Se coloca el bzldén en um bafio de agua a 37°C y se-
evapora el contenido mediante corriente de nitrégeno, hasta-
reducir el volumen a unos 5 ml. Este residuo se transfiere,-
junto con dos lavados de 5 ml. cada uno de cloruro de metile
no y dos porciones de zlcohél etilico sbsoluto, = otro bzlén
de 25 ml.

Se evaporaz el contenido a sequedad 2 37°C, mediante co-
rriente de nitrdgeno., Si acuedan huellas de formasmids, habré~
gue calentar al vacf{o por un breve periddo, a 50 o 55 C. Es~

te calentamiento deberd ser lo mas corto posible.
SEGUNDO FRACCICNANIENTE CRONMATOGRAFICO:

a). Preparacidén de lz cémesra cromstogréfica,
Se recubre la cémera cromstogréfica con unaz doble capa—
de vlacas gilica gel F,

En un embudo de decantacifn de 4000 ml. se colocen 2000
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ml. de tolueno, 1400 ml. de alcohél metflico y 600 ml. de —-
agus destiladz. Se mezcla enérgicamente varios minutos y se~
deja en reposo 10 minutos para que se separen las fases,

Se transfieren unos 500 ml. de la capa inferior del al-
cohél metflico a un Erlenmeyer con tapén de vidrio y se re—-
serven pare su utilizacién posterior.

El resto de la capa de alcohdl metilico se coloca en un
recipiente redondo para museo, el cual se deposita.en el fon
do de la cémarz croratofrifica. Se fransfieren unos 200 ml.-
de la éapa s;brenadante.de tolueno a un erlenmeyer con tapin
de vidrio ¥y se reservan pars su utilizecién posterior.

El resto de la capa de tolueno se vierte cuidadosamente
sobre el papel de filtro gue recubre le cdmara cromatogrifi-
ce, 1z cual se cierra después bermétlcamente. dejdndola asi-

vor lo menos dos dias.

b) Cromztografia.~ _

Se pasen unos 25 ml, ‘de la capa estacionaria del alco-—
hél metflico a una cédpsula baja y cuszdrada y se sumerge la -
hoja de papel en 1z fzse plcohflica cuidando de que se im~—-
pregne uniformemente y se suspende después con broches de -~
una varilia de vidrio. La fase se evaporz parcialmente en =~
unos 10 minutos.

Mediaﬂte micropipetas se aplican 25 microlitros de los-
‘patrones de cortisonad y estradiol en la lfnea de partida de-
_ cada canzl lateral de l= hoja éromatogréfica.

Se colocan 100 microlitros de la mezcla de cloroformo,—
acetato de etilo y alecohfl metilico ( 1:1:1 ), en el balén —
de 25 ml, que contiene el residuo de estero~de-, ¥ se hace -

roter cuidadosamente el belén para que el residuo se disuel-

H
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va en el disolvente., Mediante una micropipeta se aplica cuan
titativamente eét; golucibn de esteroides en la linea de —--
partida del éegundo_c;pmatogramef empleanﬁo la mismz técnice
“indiceda para el primer cromatograma.

Se coloca el cromatogrzma en ls cémara cromsztogrifica y
se deja equilibrsr durznte 30 minutos.

Se llena después el resipiente del solvente con tolueno
(fase mévil) y se deja llever a cabo lz migrecién cromstogrd
fica dursnte 6 horas,

Se saca el cromstogrzma, se cortz el canzl central y se
colorean los cznzles lsterales con tetrazol, tzl como se deg
érihié para el primer cromatogrzma., Se corta un fragmento de
papei de filtro del canzl centrzl que vayz deédé 2.% em. por
debajo del centro de la mesncha “"F' hasta 2.5 cm. por debajo-~
del centro de lz mancha “E®, ¥y se éoloéa en un frasco de 100
ml. con tapén devvidrio.

Se pasan 30 ml. de zlcohdl etilico gbsoluto al frasco -
con tazpbn de vidrio y ée agita suavemente con un agitador me
cénico durante una hora. Después se decantz el élcohél etiii
co a un bzldén de 1CO ﬁl. Be repite estes elucidén de los este~
roides con otrz porcidn de 30 ml. de alcohél etilico absolu-
to, que se redne después con la primerz en el baldn de 100 -

ml,
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Se procede & evaporar el ccntenido del bzldén hasta § -
ml, en bzfic de aguz a 37°C y en corriente del nitrégeno; se-
transfiere el resiguo, con lzvados repetidos de alcoh6l eti-
licd, & otro balén de 25 ml. y finslmente se evapora el con-

. tenido de éste a sequedsad.
TFRCER FRACCIONAMIENRTO CRCMATOGRAFICO

a) Preparacidn de la cémera crometogrédfica,

Se recubre el recipiente cromatogrifico con una doble ~
capa de placas de silico gel F, tal como se he ‘descrito entg
riormente. ‘

En un embudo de decantacién de 4000 ml, se colocen 1000
ml., de zgua destiladz, 1000 ml. de z2lcohdl metilico absolutg
1800 ml. de tolueno y 200 ml, de zceteto de etilo. Se mezcla
¥ se dejen separar las fases tal como se indicéd para el se—
gundo fraccionamiento, '

Se transfieren unos 500 ml. de 1la capa inferior de &l~-
cohfl metflico 2 un Erlenmmeyer con tapén de vidrio y se re—-
gerven parz su utilizacién postérior.‘El resto de la fasge de
glchél metilicq se pasa & un frasco redondo para museo, que-
ce deposite en el fondo de la cdmara cromatogrifica.

Se pasan unos 200 ml, de la fase sobrerddente de tolue-
no y scetato de etilo & un erlenmeyer con tapén de vidrio y-—
€€ conservan para su utilizacién posterior. Se vierte el re-
menente de 1z fase sobrenzdante de tolueno y zcetzto de eti-
lo sobre el pzpel de filtro aue recubre el interior de la —-
 cémare cromatogréfica, se cierra &sta herméticamente y se 1la

deja en repose por lo menos dos dias,
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‘b) Cromatografia.-

Se corta una hoja de placa gsilica gel F, de srverdo con
las dimensiones sefialadas en la figura.

Utilizando micrdﬁipetas, se aplican 25 microlitros de ~-
les dos goluciones patrén al cromztograma, tal como indica -~
la figura, Los dos patrones son titiles como localizadores —-
para lz coloracién con tetrazol. En los puntos mesrcados 1,2,
4y 5 F, ce aplican, respectivamente, 1,2,4 y 5 microgramos-
de compuesto F, oue servirdn como patroﬁes para coﬁparar la-
finorescenciz.

Se colocan 80 microlitros de la mezcle de cloroformo, -
acetato de etilo ¥y alcohdl metilico (1:1:13 en el balén que-
contiene el residuo de esteroides, y se hace rotar cuidado--—
semente el bzldén hasta oue se completa la disolucién, Con —--—
micropipetas, se splican 5.25 y.50 microlitros del extracto-
de esteroides en los puntos del crométograma marcados ———~——
*1/16 A", “5/16 &, respectivémente. Es necesario actuer con
rapidez pzra evitar las péfdidas de extracto de esteroides,-
por evaporacién. Estos puntoé corresponden =z 1/16, 5/16, vy -
10/16, aproximadzmente, del volugien totzl de 80 microlitros,

Se coloca el cromebograma en la cZmara cromatﬁgréfica ¥
se deja eouwilibrar durante 60 minutos. ’ ‘

Se llena el recipiente de solvente con lz fese mévil —-—
de tolueno y acetato de etilo, y se deja llevar a cabo la v
migracién cromztogrifics durante 5 horas, '

Se szca el cromatograma s teﬁperatura ambiente.

Se colocan 50 ml. de solucidn de tetrezol en vne probeta -
de 100 ml, con tapdn de vidrio y se diluye hzsta 10C ml., con
NeOH 1 N. '

Se vierte en seguida 1z solucidn de alceline de tetra—-
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zol en un recipiente cuadrado y bajo.

Se une 1a parte superior del papel cromztogréfico me-—-
diante broches a unz varilla de vidrio, y se sumerge cuide--
dosemente en 1z soluc;ﬁn de tetrazol impregnandolo uniforme-
.mente, »

Se suspende el cromztograma en lz estufa & 80°C, duran-
te unos 6 minutos, hasta que el papel justo acabe de secar—-—
se. v '

Se observa inmediatamente el cromatograma con luz vlira
violeta pare laivaloracién de los puntos fluorescentes amari
1los, Mediante compéracién con los puntos del patrén "P¥, se
" calcvle semicuentitativemente el estradiol en les alfcuotas~
1/16, 5/16 y 10/16, y se deduce as{ el contenido total de es
tradiol por gramo de carne,

:Para hzcer lz determinacién cumntitativs del estradicl-
se hizo un raspado de la mancha formada en el ecromatograma,-
disolviéndose en cloruro de metileno, se centrifugd, se de——
cant y se hizo un barrido en un espectrofotémetro UV-240 —-

de la marca SHINMADZU.

~ Testigo.- 2 ml. clorurc de metileno.,

- Patrén.- 10 pg. de estrediol diluido en 2 ml, de cloruro
de metileno.

- Problema.- Aforado s 2 ml.

Cdlculo: |

D.0. Muestra

x concentrecién del patrén = vg./g.

D.0. Patrén,
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RESULTADOS:

Izs muestras fueron tomades de los toros de lidisa, sa--~

crificados en la plaza de toros Nuevo Progreso.

Muestras cue fueron tomadas de varias corridas y de ---

distintas ganaderias,

Todas estas presentaron valores de estrzdiol superio---
res & los normales descritos por los investigadores Correia-

A.A. Dfaz, Graca F. Da. 1979 ( 4 ).
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VALORES DE ESTRADIOL ENCONTRADOS EN CARNE DE LOS TOROS-
DY LIDIA ¥N PICOGRAMOS POR GRAMO DE CARKE.

( 1Pg.= .000000001 gr. )

MUESTRA. Pg./egr. DE CARKNE
1 24
2 23
3 ig
4 19
5 18
6 19
7 18
8 30
9 29

10 19
11 21
12 24
13 24
14 18
15 18




MUESTRAS. Pg./gr. DE CARNE.
16 18-
17 } 30
18 22
19 24
20 28
Al 26
22 ' lé
23 22
24 18
25 24
26 30
217 28
28 30
29 26
30 28

TCTAL 30 NUESTRAS,

- 26 -
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GRAFICA OUE FUESTR: LOS NIVELES DE ESTRADIOL EN Pg./gre
DE CARNE CONPARADOS CON LOS NORMALES.,

30,
J
25 ] -
o X = 2302 16
i
20.]
15~ 14.4
- e —————
10— ——
" e ———
-
5 =
[  VALORES ENCONTREDCS DE 1OS TORCS SACRIFICADOS
EN LA PLAZA NUEVO PROGRESO.

VALORES DESCRITCS CCMC NORWALES POR LCS IKVES~—

TIGADORES Correias A.A,., Grace P, Da, ( 4 J.
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R E S U M. E N,

En el preéenfe_trabajo realizado en carne de los toros—
de lidia ( pierna ). Se obtuvieron resultados superiores de
estradiol en pg./gr. de carne, comparados con los normaeles -
oue estzblecen los investigadores Correia A,L., Dfaz Gracs -
F, Da.

Se muestrearon un’'totzl de 30 toros y en las pfueﬁas -
realizadas se obtuvieron resultzdos hasta de 30 Pg./gr. de - ’

carne,.
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b I s ¢ v ¢ I O N,

Los invéstigadores Correia, A. A. Diaz Graca F., Da. en-
sus trabzjos realizedos en el afio de 1979 el “stress” ente--
morten en animales para matanza y el provable estado anormal
de 1z carne por lz accidn de ciertos mediadores biogquimicos~
( 4 ). Determinaron las cantidzdes de estradiol encontrando-
14.4 ®g./gr. de carne, los cuales fueron considerados como —~
normales, ] l

Los resultados obﬁenidos en el presente trabzjo fueron-

inferiores 2 los considerados como normales.
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CONCLUCIONES.

La técnica de cromatografia en cana delgada, nos permi-
te determinar las cantidades de estradiol retenides en los -
tejidos de los animzles,

Los resultzdos obtenidos en el presente trsbajo fueron-
similares a los encontrados en el ganado de abasto, en el —-
trabajo realizado en 1z Tesis Profesional, determinzcién de-
estradiol en masas musculares de bovinos como resvltado del-
tipo de sacrificio en el rastro Municipal de Zapopen, Jal.,—
(1) _ ‘

Esto nos indica cue con-los distintos metodos de sacri-
ficio, los animales son sometidos a condiciones similares de
stress. ' ' A »

Esta técnica descrita en el presente trabajo no nos mai
ca msrgen de error, ya gue zlgunss muestras se mandzron sna-
lizar mediante otra téenica ( R.I.A. ) Radio inmuno andlisis
y los resultados obtenidos fueron similares.

El margen de error se puede ztribuir a que la muestra -
tomada, tuviere mayor o menor cantidad de grazsa en sus fi---
bras musculares, yz que el estradiol se fija principalmente—~

a las grasas. ( 7 ). .
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