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INTRODUCCION

Cada vez adquiere mayor importancia el problema de la desnu-
tricién debido principalmente a la crisis econbémica que afecta
a la mayor parte de los pafses, sobre todo a los pafses pobres.
Esto ha llevado a realizar investigaciones tendientes a buscar
nuevas fuentes de alimentos, los cuales sean de buena calidad
nutricional, para que, dentro de lo que cabe, sustituir alimen
tos como la carne, huevos, leche, etcétera, que son de excelen
te calidad nutricional pero de un elevado costo. Estas investi
gaciones se han enfocado al estudio de vegetales que pueden ser
una fuente protefca. En el caso particular del proyecto: "Inves
tigacién quimica de nuevas fuentes de alimentos". del que forma
‘parte'el presente estudio, las investigaciones se han enfocado
al estudio de las leguminosas.

Las leguminosas silvestres son muy abundantes en México y po
drfan ser utilizadas tanto para alimentacién animal como humana,
Sin embargo, las leguminosas contienen factores téxicos y anti-
nutricionales como: glucésidos cianogénicos, inhibidores de trip
sina, hemaglutininas, saponinas, alcaloides, factores antivita-
minicos, factores que producen flatulencia, taninos, compuestos
polifendélicos y aminoicidos no ptotefcos. La mayorfa de éstos -
han sido estudiados en el proyecto mencionado anteriormente, el
presente trabajo se enfoca a uno de éstos factores: aminofcidos
no protefcos, especialmente canavanina que se encuentra en la -

semilla del cacahuanano (Gliricidia sepiun).



En un trabajo anterior del mismo proyecto, al analizar 1la
semilla de cacahuanano, se encontré que ésta posefa una fuerte
toxicidad al administrarse a ratones y se pensé que se podfa -
deber al alto contenido de canavanina en 1a semilla. En este -
trabajo se trata de comprobario. Teniendo como objetivo el im-
plantar un método para aislar la canavanina de la semilla, de-
bido a que en estudios previos se encontré que ¢ste aminodcido
esti presente en el cacahuanano en concentraciones superiores
al "Jack bean'" (Canavalia ensiformes), que ha sido hasta ahora
la semilla de la que generalmente se cxtrae este aminodcido.
Ademés investigaciones recientes muestran que la canavanina, -
por ser un anflogo estructural de arginina, posee accién bio -

quimica muy importante.



1.-GENERALIDADES
1.1  LEGUMINOSAS.

Las leguminosas pertenecen a la familia leguminosae, que estf
compuesta de 600 géneros y 1300 especies y en orden de importan-
cia ocupa el segundo lugar entre la familia de plantas provistas
de semillas.

La historia de las leguminosas como planta cultivada se remon
ta a miles de afios, investigaciones arqueolégicas realizadas re--
cientemente han demostrado que el cultivo de éstas data de unos
8000 afios aproximadamente,

Su cultivo se extiende en todo el mundo ya que pueden ser cul
tivadaé tanto en el trépico come en zonas templadas. Las legumi-
nosas son muy importantes en la rotacifén de cultivos por ser fi-
jadoras de nitrégeno, con lo que enriquecen el suelo.

Por su alto contenido de protefnas (17-25% en base seca), se
consideran un alimento importante para el consumo humano, ya que
no solo es importante por su gran cantidad de protefnas, sino -
por la calidad de éstas, que aunque no se pueden comparar con -
las protefnas animales, bor no tener todos los amino&cidos esen
ciales en cantidades importantes puede emplearse para suplemen-
tacién con un cereal. Adem4s son buena fuente de carbohidratos
asimilables, vitaminas y minerales.

Sin embargo, las leguminosas contienen factores téxicos y an

tinutricionales que pueden limitar su consumo, aunque éstc no -



debe considerarse como desventaja, ya que un cocimiento y téc-
nicas de procesamiento adecuadas son suficientes para eliminar
casi totalmente los factores termolébiles como: inhibidores de
proteasas, hemaglutininas, componentes antivitamfnicos y compo
nentes que se unen a metales. Pero también contienen factores
estables al calor como; glucésidos cianogénicos, alcaloides y
algunos aminodcidos raros como la canavanina, de la que se ha-
blari mds adelante.

La leguminosa estudiada en el presente trabajo es el caca -

huanano (Gliricidia sepium).

1.2 GLIRICIDIA SEPIUM.

1.2.1 Caracterfsticas Boténicas.

Pertenece a la familia Legumjnoseae y subfamilia Favoide. -
Es un 4rbol hasta de 15 m!, de madera dura y resistente a la -
humedad, la veta es irregular y dura para trabajarla, pero la
madera del corazdn da un buen acabado en artfculos de artesa -

nfa. (30) (40) (41)

Corteza:

La corteza externa es escamosa, ligeramente fisurada, de -
pardo amarillenta a pardo grisdcea, con protuberancias blancas.
La corteza interna es de color crema amarillento, fibrosa.

(30) (41)



Hojas:

Yemas alargadas de 3-5 mm., desnudas, con abundantes pelos

sedosos simples. Estipula intrapeciolar pubescente. Hojas dis-
puestas en espiral , imparipinadas, de 12-24 cm. de largo in -
cluyendo el peciolo, compu¢sto por 2-9 pares de foliolos opues
tos de 2 por 1 cm. a 8 por 4.5 cm., ovados a elfpticos, con el
margen entero, 4Apice obtuso o agudo, base aguda o cortamente a
tenuada que es ligeramente asimétrica y revoluta, verde oscura
y brillante en el haz, verde grisfceo en el envés, con algunos
pelos simples en ambas superficies especialmente a lo largo de
las nervaduras. Las hojas se pierden en la época de floracién,
que es de diciembre a abril. (27) (29) (41). El dibujo de las

hojas se muestra en la figura 1.1,

Figura 1.1 Hojas de cacahuanano (Gliricidia sepium)




Flores:

Se presentan en racimos de 10-15 cm. de largo, dispersos, -
situados en las axilas de las hojas cafdas, pedfcelos de 5-10
cm. de largo, flores papilionadas,de 2-2.5 cm. de largo, c#liz
copular ligeramente hinchado en la cara superior y atenuado cn
la base, margen truncado y muy ligeramente dentado, escasamen-
te pubescente, carola glania, estandarte de color lila con una
mancha amarillenta en el centro de la cara interna y ligeramen
te mfs p4lido y amrillento en la cara externa, de 1.8-Z cm. de
largo, redondeado, fpice amarginado erecto o ligeramente refle -
jo, con dos protuberancias en la superficie interna cerca de -
la base, alas de color lila en ambas superficies de 2-2.5 cm.-
de largo, anchamente lineares, hasta ligeramente estipuladas,-

4pice obtuso, quilla de color blanco y lila.en su borde cerca

Figura 1.2 Flores de cacahuanano (Gliricidia sepium)



de 2 cm. de largo, compuesta de 2 pétalos parcialmente fusio-
nados cerca del 4pice, posee 10 estambres, 9 unidades cerca -
del fpice, la porcién libre de los filamentos fuertemente recor
vada, el décimo estambre (superior) libre, filamentos blancos,
antenas amarillas, el color de las flores varfa desde tonos muy
obscuros, hasta muy p4lidos. Florece de diciembre a abril. (29)
(41) Ver figura 1.2

Frutos:

Vainas dehicentes, aplanadas, de 15-20 cm. de largo y de 2-3
cm. de ancho, agudas, péndulas, con un fina nervacién, verde a-
marillentas o verde limén, conteniendo de 4-10 semillas casi re
dondas, aplanadas, de 1-1.4 cm. de diémetro, morenas y brillan-
" tes. Los frutos maduran de febrero o marzo a junio o julio.(29)

(41) - Ver figura 1.3,

Figura 1.3 Vaina y semilla de cacahuanano (Gliricidia
sepium)



1.2.2 Ecologfa y distribucién.

Se desconoce el drea original en la cual se distribuyé esta
especie. En la actualidad se encuentra distribuida en las ver-
tientes del Golfo, desde Tamaulipas y San Luis Potos{, norte -
de Puebla y Veracruz, hasta la peninsula de Yucatédn y desde Si
naloa hasta Chiapas en la vertiente del Pacifico. Esta planta
es conocida en Colombia, Venazuela y las Guyanas, también sc -
le ha plantado en el sur de Florida y en Sudamérica hasta Bra-
sil. También se ha introducido en los trépicos de Africa y ---
Asia Meridional. Se puede encontrar algunos &rboles silvestres
formando parte de selvas medianas perennifolias y con vegeta -
cién secundaria, desde el nivel del mar hasta altitudes de 600
700 m. Crece de la misma manera en suelos derivados de material
calcdreo, {gneo o volcénico, siempre y cuando no existan defi -

ciencias de drenaje. (40) (41)

1.2.3 Nombres comunes.

El nombre mis comfin es cacahuanano, que proviene del nahuatl
cacahuanantl, que se traduce como madre de cacao, es llamado -
as{ en Sinaloa, Nayarit, Michoacan, Guerrero y Oaxaca, también
se le conoce en esta regién como cacahuananche; cocuite (en el
norte de Puebla, Veracruz, norte de Oaxaca); cocoite {Pichical-
co Chiapas); cocuitle {regibén del Tajin, Veracruz); cocomuite;
cuchunuc (lengua zoque, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas); chanté ---
(Chiapas); frijolillo (Temascaltepec, México); guieniiza (len-

gua zapoteca, Oaxaca); lipa-ca-sui-la {(lengua chontal,Oaxaca);



hipa-ca-ujcum (tzeltal, Chiapas); madre de cacao (Quintana Roo,
Jalisco y Chiapas); mata ratén (Chiapas, Panami y Colombia); -
muites; muiti (regién del Tajin Veracruz); sayab (Yucat4n); sa
yaniab (Yucatén); xabyaab (maya Yucatén);sakyab (Yucatén); tun
duti (lengua mixteca, Oaxaca); ujcum (lengua tzeltal, el Real
Chiapas); xab-yaab (lengua maya, Yucatén); yaga-le (lengua za-
poteca, Oaxaca); yaité (Soconusco, Chiapas); mata rata tGerre-
ro); jelelelte (lengua huasteca, sureste de San Luis Potosf);-
flor de San José (sureste de San Luis Potos{); lengua de peri-
co (Veracruz); palo de corral (sureste de San Luis Potosi); --
primavera (Hidalgo y San Luis Potos{); sangre de dragbn (Costa
Rica); madera negra (Costa Rica, Panami, y Nicaragua); bien -

vestida (Peiién Florido, Cuba). (27} (28) (29) (30) (40) (41)
1.2.4. Usos.

Los Arboles se han utilizado grandemente como cercas vivas
de terrenos agficolas ganaderos de zonas tropicales, en gran -
parte por su facilidad de regenerarse a partir de estacas. Mu-
cho se le ha utilizado como sombra de plantas de cacao, de don
de proviene el nombre de madre de cacao. Los nativos utilizan
la madera para construir casas y chozas por su resistencia a -
prodrirse por la humedad. E1 ganado puede comer las hojas sin
peligro, pero hay partes de la planta venenosas para ratas, ra
tones y otros roedores. (30) (40) (41)

Las hojas molidas y mezcladas con masa de mafz, queso, etcé
tera, se usa para matar ratones, perros y otros animales. los

brotes tiernos y las flores son comestibles. Los indfgenas uti



10

lizan las hojas para curar el espanto, paséndolas repetidas ve
ces por el cuerpo de la persona "espantada', rezando sus ora -
ciones al mismo tiempo. En Acaponeta, Nayarit, se dan baios con

el cocimiento de las hojas contra el paludismo (29) (30)

1.2.5 Composicién quimica.

E1l anélisis bromatol6gico (g/100 g. de muestra), se muestra

en el siguiente cuadro. (7)

Cuadro 1.1 Anfdlisis bromatolégico (g/100 g. de muestra)
Determinacién Muestra cruda Muestra cocida
Humedad 7.04 4,39
Cenizas 4.18 4.53
Prote{nas 42.78 41.83
Grasa cruda 24.52 29.46
Fibra cruda 6.73 10.72
Carbohidratos 21,79 13.46

Se puede apreciar el alto contenido de protefnas que posee -
esta leguminosa, también el contenido de grasa es alto, ademés
contiene en gran cantidad un aminodcido raro llamado canavanina,
cuya obtencibén a partir de la muestra desengrasada de cacahuang

no, es el objetivo principal del presente trabajo.
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1.3 AMINOACIDOS RAROS.

Ademds de los ya conocidos aminofcidos esenciales y no esen
ciales, existen una gran cantidad de aminodcidos no prote{cos,
de los cuales no se sabe perfectamente el papel que desempefian.
En las leguminosas se han aislado por encima de 200 aminodci -
dos no protefcos. (31)

Los aminofcidos raros se dividen en; los que son anélogos -
quifmicos de los aminodcidos comunes, y los que no son an4dlogos.
Los amino4cidos anflogos se pueden formar por la modificacién
de los amino4cidos comunes o por cambios en la ruta biosintéti
ca no;mal, al sintetizarse aminoécidos comunes .

Algunos de éstos aminodcidos son téxicos o fisiolégicamente
activos en organismos que no los sintetizan, en éstos se inclu
yen baéterias, hongos, insectos y en algunas especies de plan-
tas.

Existen ciertas evidencias que muestran que estos compuestos
tienen el poder de proteger la especie de los vertebrados y de
la predacién de los insectos, también se descubrib que los ami-
no4cidos no protefcos pueden ser téxicos a otras especies de -
plantas que no lo sintetizan. Los aminodcidos no protefcos pro
ducidos en algunas plantas confieren un avance en la evolucién
al inhibir la germinacién y el crecimiento de especies en com-
petencia. (31)

La toxicidad de los aminodcidos no protefcos, est4 en rela-
cién con la habilidad particular para competir con otros aming

4cidos protefcos o con otras vias biosintéticas, que involu -



cran a los aminofcidos protefcos. También esta toxicidad esté
en relacién a la cantidad que puede ser tolerada al incorporar
se a la protefna, antes de que el mal funcionamiento llegue a
ser letal para el organismo.

Los aminofcidos no protefcos en ocasiones aparecen como ami
noécidos constantes de una especie y se cncuentran en mayor --
proporcién que otros que también estdn presente en la semilla
{este es el caso de Gliricidia sepium, que contiene una gran -
cantidad de amino4dcido rarc canavanina). Esta alta concentra -
cifn puede indicar que se ocupa como un material de reserva pa
ra el desarrollo del embribn. El nitrégeno no protefco es im -
portante como producto de almacén en la semilla y los aminoici

dos raros pueden ser precursores de metabolitos. (16)

1.4 CANAVANINA,

1.4.1. Férmula y generalidades.

e ~ GOOH
HN- € - NH - 0 - CH, - CH, = CH - NH,

Figura 1.4 Férmula quimica de canavanina.

La canavanina (4cido ©¢-amino- }f-guanidoxi-butirico), es un
aminoidcido bésico énélogo de arginina aislado de Canavalia ensi
formes (Jack bean) por Kitagawa y Tomiyama. lLa semilla contiene
del 2-5 % en peso, (en la semilla de cacahuanano se obtuvo una
concentracién del 10% de canavanina en una muestra desengrasada)

También se encuentra en menores cantidades en Canavalia lincota
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y en Canavalia obtusifolia. (12} (21) (22) (23)

La canavanina se encuentra principalmente en la familia de
las leguminosas, subfamilia Papilionoidae. Est4 ampliamente -
distribufda ya que se encuentra en un 60% de las 540 especies

y en un 35% de los 150 géneros. (52)

1.4.2. Historia.

En 1929 Kitagawa descubre un aminoficido desconcido hasta la
fecha, extrayendo de ureasa de la semilla de Jack bean, en el -
estudio del mecanismo de formacidén de urea en higado de cerdo.
(23)

Kitagawa report§ que este nuevo aminodcido, al tratarse en-
ziméticamente con arginasa da un segundo amino4cido, canalina.
Q@

Kitagawa realiza la primera sfntesis de este amino4cido me-
diante un método enzimético, muy tedioso y poco préctico, sin
embargo fué el comienzo del estudio para conocer la estructura
de este interesente amino4cido. Kitagawa establece la relacién-
"entre L-canalina y el 4cido L- oX-amino- &-hidroxibut{rico, -
mostrando que uno puede ser el producto de hidrogenacién del -
otro. La sfntesis empieza con el 4cido o(-amino- ¥*-hidroxi-
butfrico, en una sucesién de S pasos de reaccién en secuencia.
(22)

Borek y.Clarke, intentaron varios métodos de sintesis, sin
embargo no fueron capaces de preparar canalina, solamente pre-
pararon varios compuestos aminoxi.

Nyberg y Christensen en 1956, realizaron la sfntesis de ca-
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navanina particendo de Utbutiro]actona la cual broman y obtie-
nen ©X-bromo- & -butirolactona con un rendimiento del 89%, a
esta lactona la tratan con amoniaco al 28% y obtienen &X-amino

Y -butirolactona hidrobroma da con un rendimiento del 68%. -
Nyberg y Christensen consiguen pasar de canalina a canavanina
en un solo paso. (39)

La sfntesis se resume en el esquema de la figura 1.5

1.4.3 Propiedades ff{sicas y qufmicas.

La canavanina es un compuesto bdsico, soluble en agua, se -
encuentra libre en la fraccibn no protefca de la semilla, es sQ
luble en alcohol al 50% y precipita en alcohol absoluto formén-
dose una masa viscosa. (21) (23)

En solucién acuosa es alcalina a la fenoftalefna, es D-rota-
toria y no reduce la solucién de Felhing. Precipita con 4cido -
fosfotungfstico y mas completamente con cloruro de mercurio y
acetato de sodio, igualmente con nitrato de plata en solucibén -
alcalina. Con el reactivo de Nessler da un color amarillo verdo
so, con tricloruro de fierro (en caliente) da un color rojo, -
con ninhidrina da el color tf{pico de la reaccién, el caracter{s
tico y estable color rub{. (22)

Da una reaccién de coloracién con pentacionoaminoferrato, el
grupo guanidoxi de canavanina reacciona con el reactivo en solu
ci6n acuosa a un pH de 7 dando un color magenta., (3)

Su tiempo de retencién es mayor comparado con el de ornitina

282 y 238 min, respectivamente, y menor comparando con arginina
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NH, HBr
) 2
CHZ' CHZ - CH - C=0
0
oX Amino - & Butirolactona Hidrobro
mada
39%
v A
I-CHZ-CHZ_?H-C\@ o 76% Br - CHZ - CHZ - ?H - C\= 0
N NH
!“N\ /NH \ /
C C
i i
0 0
5- (2-TODOETIL) - HIDANTOINA 47% S - (2-Bromoetil) - Hidantoina
55%
. . v 0l
{
H BrNHZ-0~CHZ-CH2-G{-C=0 37% CZ - HS - 0-C -NH-O-CHZ-CHZ-CH-C=0
I\ /I A\
N NH HN NH
-\/ /
C
1] { ]
0 0
5-(2- (AMINOXI) -ET1L)-HIDANTOINA S-(2 (Carbetoxi Aminoxi)-Etil)-
HIDROBROMADA | Hidantoina
56%
?l Y 8
NI‘IZ-E-NH-O-WZCHZ(‘:H-C-OH 12% NHZ - O-CH2 - CHZ - (‘:H -C- OH
NH NHZ NHZ
D L - Canavanina D L - Canalina
AC-DL -2-AMINO-4 GUANIDOXY D L - AC-2-AMINO-4-Aminoxi Butano_i_
BUTANOICO co.
FIGURA 1.5 SINTESTS QUIMICA DE CANAVANINA
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que ¢s de 300 min. (19) (46)

-mp 172 + 0.5 °C (desc.)
- Km 1073
- lek] % =4 48+ 0.1

D

[ox] % = 11.8
D

1.4.4, Accibén bioquimica.

Canavanina por ser un aminoécido anélogo de arginina, puede -
sustituirlo en la bios{ntesis de proteinas de muchos sistemas -
procariotes y eucariotes.

Estudios con crecimientos de células '"in vitro", indican que
canavanina causa una marcada inhibicién de las sfntesis de DNA
y de la viabilidad., (47) (49)

Gren Melvin efectué un estudio en donde se inyectd canavanina
a ratones con células leucémicas y se observé su efecto en la -
proliferacién de 1las células del tumor, observindose que una cons
tante infusién subcutfnea de 20 mg/rata durante 24 horas causa un
86% de inhibicibén en la sfntesis de DNA de las células leucémicas,
por consiguiente la canavanina puede ser utilizada como agente an
titumoral. (15) (38)

Otros estudios han probado el efecto de canavanina contra el -
virus herpes simple, el cual infecta al humano produciendo céncer
en la laringe.

Poul F. Kruse Jr. encontré que la canavanina es un antagonista

competitivo en la utilizacién de arginina en el carcinosarcoma --
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Walken 256 en cultivo tisular, las células del tumor defectuosas
utilizan ornitina y citrulina a favor de arginina. Estudios con
carbono 14 indicaron que la inhibicién es por una interferencia
en la utilizacién de arginina. (25) (36) (56)

En otro estudio similar se observd el efecto de canavanina -
en el tratamiento del virus herpes en cultivos de células. L-ca
navanina al sef anflogo natural de arginina inhibe efectivamen-
te la morfogénesis en el virus herpes simple (HSV) y en el hu-
mano citomegalovirus (HCMV), cuando se adiciona en el tiempo de
infeccibn ocurren cambios citopiticos. Se encontré que la expo-
sicién progresiva de canavanina después de un tiempo lleva a la
maduracién normal. Las células HCMV lavadas con canavanina du -
rante 1-5 dfas mantienen normal la morfogénesis viral. (2)(50)

. Joseph F. Morgan pbservé en un estudio que la arginina es -
esencial para la supervivencia de fibroplastos cultivados "in -
vitro" en un medio sintético conteniendo suplementos completos
de aminodcidos esenciales y no esenciales.fEl requerimiento de
arginina en el tejido tisulér puede ser reemplazado por altas -
concentraciones de citrulina. Al querer reemplazar la arginina
por su anflogo canavanina, se observa una inhibicién del tejido
tisular que puede ser completamente reversible al agregar argi-
nina de nuevo. (33)

Se han efectuado muchos estudios para determinar el efecto que

tiene canavanina sobre el crecimientos de virus, larvas, levadu
ras, insectos, bacterias observéndose en todos los casos inhibi
cién y retardamiento en el crecimiento. (1) (8) (9) (13) (20) -

(31) (35) (50)
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Se ha utilizado la canavanina en cultivos de levadura, obser
vndose una inhibicién normal en el crecimiento de la levadura,
esto se ha aprovechado para la estandarizacién y mejoramiento -
de los cultivos de levadura en la industria del vino. (13)

La canavanina puede intervenir en el sistema de balance de -
agua, esto se estudi6é en Locusta migratoria. Se observé que in-
hibe la secresién de flufdes del volumen hemolinffitico. Después
del tratamiento con canavanina el volumen hemolinfético se redu
ce drasticamente abajo del nivel retenido en Locusta no tratada
con canavanina. (42)

Se han estudiade los mecanismos bioquimicos y la intervencién
de la canavanina en éstos, por ejemplo en la sintesis de protef-
nas, en la sfntesis de RNA y DNA, en la sintesis de macromolécu-
las, en la sintesis de glucoproteinas etc. (17) (18) (43) (47) -
(48) (49) (54) (55)

Como se ha visto, la canavanina posee una importante accifn -
bioquimica, que en cierta medida afecta el metabolismo en el or

ganismo,
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2.- PARTE EXPERIMENTAL

2.1 DIAGRAMA DE TRABAJO

SEMILLA

PREPARACION DE LA MUESTRA
SEMILLA MOLIDA  MALLA 2mm

EXTRACCION DE LA GRASA

CON HEXANO DURANTE 8 HS.

EXTRACCION DE CANAVANINA

|

‘ v
CON HCE  O.IN

v

CON ALCOHOL-H, §0,0.4 N
l

!

DETECCION Y DETERMINACION
COLORIMETRICA DE CANAVANINA

|

OBTENCION DE CANAVANINA

v

PRUEBAS TOXICOLOGICAS
A LA CANAVANINA AISLADA

v

TOXICIDAD AGUDA
DL 50

v
DETERMINACION DE CITOTOXICIDAD
ACTIVIDAD ANTIBIO
TICA.
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2.2 DETECCION Y DETERMINACION COLORIMETRICA DE CANAVANINA

Esta determinacién es propuesta por Fearon y Bell. (11) con
alguna modificaciones. (46)
Esta basada en que los compuestos que tienen el grupo guani-

doxi (-O-NH-E-NHZ) como la canavanina, reaccionan con el reac -

tivo espec{fico de Pentacianoamonioferrato produciendo color ro
jo magenta.

La determinacién tiene dos objetives, primeramente saber cual
es el contenido del aminoAcido canavanina en la semilla de caca-
huanano y escoger el método de extraccién mis adecuado, entre -
ﬁna extraccién con alcohol HZSO40.4 N vy una extraccién con ---
HCL 0.1 N,

La semilla de cacahuanano (Gliricidia sepium), de Guerrero y
Qaxaca,en el inicio de la primavera, en el mes de marzo. Como -
la vaina es dehicente al secarse al sol, brotan las semillas ma
duras.

La semilla se molié utilizando una malla de 2Zmm. A la harina
obtenida se le extrajo la grasa con hexano, por medio de un re-

flujo durante 8 horas.

Material

Espectrofotémetro Coleman Junior 11 A
Potencibémetro Corning
Agitador magnético Corning

Balanza andlitica Mettler



Reactivos:
Solucién de HCEZ 0.1 N

Solucién de NaOH 1 N
Solucién buffer de fosfatos pH 7
Solucién de pentacianoamonioferrato (PCAF) Sigma al 1%

Canavanina estandar Sigma.
Técnica.

Para extraccién de canavanina con Hce O.IN, pesar de 100-150mg
de la muestra preparada, colocarla en una vaso de precipitado pe_
quefio con un magneto, adicionar 20 ml de HCe 0.1 N y dejar agitan
do toda la noche a 200 rpm., Filtrar el extracto sobre papel fil -
tro doble (watman #4) y ayuda de vacfo (se puede ayudar la filtra
c¢ibn con 100 mg de silica gel 60 G.F.) ajustar el pH cerca de la
neutralidad (6.5-7.0) con NaOH 1 N en un potencibmetro. E1 filtra
do ajustado se afora a 25 ml, se toman 3 alicuotas de 0.5 ml, a
cada una se adiciona 9.1 ml de buffer pH7 y 0.4 ml de PCAF. Se -
lleva a un bafic de 30°C, se deja por 25 min. Pasado este tiempo
se lee en un espectrofotbmetro a 550 nm.

La extraccién alcohol H, 50, 04 N. Se realiza siguiendo el mé
todo de extraccién que se encuentra en 2.2 obtencién de canavani
na.

Si la alicuota de 0.5 ml no e¢s suficiente para dar una lectu-
ra, se puede tomar una mayor cantidad de alicuota, hasta un vo-
lumen de 3ml, en este caso serd necesario indroducir un blanco,
para tomar en consideracién la coloracién del extracto, para lo
cual a la mezcla de reaccibn se le adiciona 0.1 ml de NaOH § N
tomando en cuenta que cl volumen final es de 10 ml, con ecste tu

bo se ajusta a 100% de transmitancia.



Cuadro 2.1 Curva cstandar
Concentricién  sol. std. buffer PCAF 30°C/25 min  lectura
canavanina canavanina  pli7 550 nm
A p8) (m1) (ml) {(ml)
0 0.0 9.6 0.4
20 0.2 9.4 0.4
50 0.5 9.1 0.4
100 1.0 8.6 0.4
150 1.5 8.1 0.4
200 2.0 7.6 0.4
300 3.0 6.6 0.4
CAlculos.

Wax! de canavanina = (A) - B
m

mg canavanina/100 gm={mg canav.). A. 100
a ., mg

{A) = Absorbancia de la muestra

B = Intercepto regresi6n lineal

m = Pendiente regresién lineal

A = Aforo extracto

a = Alicuota para desarrollar color con PCAF
mg = mg de muestra para extraccién

2.3 OBTENCION DE CANAVANINA.

Técnica basada en 1a empleada por Rosenthal G.A., (46)

Material:

Pontenciémetro Corning
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Centr{ fuga Dynac

Rotavapor Biichi

Estufa de vacio Lab-line Instrument Inc.

Balanza anal{tica Mettler

Parrilla con agitacién Corning

Columna de vidrio de 50 cm de largo por 3 cm de ancho
Refrigeradér a 4°C

Desionizador Crystalab

Reactivos.
Solucién de stole

Solucién de HZSO40.4N

Solucién de HZSO4O.O6N
Solucién de NH40H al 20%

Solucién de NH,OH 0.35N

4
Solucién de PCAF al 1%
Etanol al 95%
Etanol absoluto
Eter anhidro .
Solucién buffer de fosfatos pH 7
Carbén activado
Resina de intercambio iénico Dowex 50-X8
Técnica.
Se pesan 100 g de la muestra preparada (semilla de cacahuanano
molida y extraida la grasa con hexano), se agitan mecénicamente -

con 1 1t de volumenes iguales de ETOH-H25040.4N durante una hora.

Transcurrido el tiempo, se decanta y se filtra a vacio, el filtra



do se guarda. La harina se vuelve a extraer con un litro de -
ETOH-HZSO4O.4N 1:1 durante una hora, se repite el procedimien
to de decantacién y filtracibn, el filtrado se junta con el an
terior. La harina se reextrae, por otra hora, con un litro de
ETOH-H2804 0.06 1:1, al finalizar el tiempo se decanta y fil -
tra, antes de.juntar el filtrado con las anteriores se efect(a
una prueba con el reactivo de PCAF (dando un color rojd en pre
sencia de canavanina), si la prueba es negativa ya no se efec-
tda otra extraccién, si es positiva se realizan las extracio -
nes necesarias hasta que la prueba sea negativa.

A los filtrados se les ajusta el pH a 7.3 con NH40H al 20%
para que precipiten las protefnas solubles, se deja toda la no
che a 4°C. Después que han precipitado las protefnas, se sepa-
ran por centrifugacién durante 15 min. A la solucién sobrena -
dante se le ajusta el pH a 6.2 con HZSO4IN. La solucién se pa-
sa por una columna que contiene 10 cm de resina Dowex 50-X8, -
a cada cierto &olumen (aproximadamente 50 ml) que pasa por la
columna, se le efect@ia una prueba con PCAF para detectar en -
que momento se ha saturado la resina con canavanina. En el mo
mento en que la prueba da positiva, se deja de pasar solucién
por la columna y se guardan los Gltimos ml que pasaron (no se
desechan como los anteriores, porque al dar prueba positiva -
ya contienen canavanina). La canavanina se extrae de la resi-
na haciendo pasar por ésta una solucién de NH40H 0.35N, por -
la columna. Se colecta la solucién hasta que la prueba con --
PCAF de negativa, después se concentra la solucibn en rotava-

por por unos minutos , para eliminar el ién amonio ya que éste

24



provoca dsscomposicién exponténea de la canavanina. Se lava la
resina con agua desionizada, hasta que quede pH neutro, Ya lim-
pia la resina, se repite el procedimiento pasando la solucién -
por la resina, hasta que se¢ satura,ecluyendo la canavanina con
NHAOH 0.35N (concentrando ésta solucién) y lavando con agua des
ionizada, hasta que ha pasado toda la solucién por la columna.
Se juntan las soluciones que contienen la canavanina (a las
que se les ha eliminado el amoniaco)} y se concentra en rotava-
por a un volumen de 300 ml aproximadamente. La solucibn concen-
trada se agita mecénicamente con 5 g de carbbn activado durante
15 min. se filtra a vacio para eliminar el carbdén. Se concentra
a 5-7 ml. Se vacfa la solucibén acuocsa de canavanina en 10 ml de
ETOH acuoso al 95% a 4°C, la solucibén de canavanina residual -
del metréz, se lava dos veces con 2 ml de agua desionizada. Se
adicionan 25 ml de ETOH abséluto frfo a la solucibn de canava-
nina, se forma un precipitado chicloso, el cual precipita a ca
navanina con ETOH absoluto y raspando las paredes con una vari
1la, Se filtra en embudo buchner y se lava con ETOH absoluto -

frio y eter anhidro, se seca a vacio toda la noche a 60°C.
2.4 PRUEBAS‘TOXICOLOGICAS A LA CANAVANINA AISLADA.

2.4.1 Toxidad aguda DL50

Técnica basada en métodos de experimentacién de Gay W.I.(14)

La toxicidad aguda de un cuerpo se expresa como las dosis en
mg/Kg necesaria para matar al 50% de los animales de experimen-

tacién. Es lo que se 1lama la dosis letal 50 (DL50). Dependien-
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do de la ruta de administracién.

Se fundamenta en que cuando una sustancia es téxica, después
de la penetracién en el organismo a ciertas dosis, provoca tras
tornos a una o varias funciones y puede llegar hasta la muerte

en caso de una intoxicacién aguda. (10)

Material.
.60 ratones hembras con peso entre 15-20 g
Cuarto de experimentacién
Jaulas para ratones
Bebederos
Jeringas

Agujas

Sustancias.
Sulfato de canavanina estandar ICN Fharmaceuticals
Sulfato de canavanina obtenido

Buffer fosfatos pH 6.25

Técnica.

Los 60 ratones se dividen en dos lotes de 30 ratones cada uno,
Con el primer lote se efectfia una prueba global para evaluar el
vehfculo de administracién y a la vez para evaluar aproximadamen
te entre que concentraciones se podria encontrar el cero y el -
cien por ciento de mortalidad. En el segundo lote se trata de -
fijar el cero y el cien por ciento de mortalidad, en base a con-

centraciones determinadas.
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Los ratones se privan de agua y alimento dos horas antes del
experimento.

Se preparan las soluciones de sulfato de canavanina (estandar
y obtenido)}, empleandose una dosis de 5000 mg/Kg., en base a su-
poner que la canavanina es ligeramente t6xica, de acuerdo a la -
clasificacibén del cuadro 3.4, con una dosificacién de 0.04 ml/g
de peso del rgtén. Se esterilizan las jeringas y agujas, los ra-
tones se pesan,se marcan para su identificacién por medio de per
foraciones en sus orejas (teniendo un valor nlmerico cada una de
ellas). Se administra la solucién por vf{a intraperitonial (0.04
ml/g de peso del ratén)., Una vez que se inyectan se van distri -
buyendo en cuatro lotes (5 ratones por lote), cuidando de que el
_peso total de los ratones de cada lote sea equivalante entre los

demés lotes.

Cuadro 2.2 DL 50 Primera parte (Prueba global)
LOTE 1 ~ Control buffer fosfatos pH 6.25
LOTE 2 Muestra de sulfato de canavanina
LOTE 3 Control buffer fosfatos pH 6 con HZSO4di1uido-
LOTE 4 Estandar de sulfato de canavanina

Se observan los resultados a las 24 horas después de la admi-
nistracidn. Con el resultado de esta prueba, se fijan las dosis
que se emplean en la segunda prueba para determinar el rango en
tre el 0 y el 100% de mortalidad.

Se procede de la misma forma, en esta prueba se trabaja con

cinco lotes de cinco ratones cada uno.
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Cuadro 2.3 DL 50 SEGUNDA PARTE

DOSIS . DOSIFICACION

mg/Kg ml/g peso
LOTE 1 2500 0.01
LOTE 2 5000 0.02
LOTE 3 7500 0.03
LOTE 4 10000 0.04
LOTE 5 Control 0.05
2.4.2 Determinacién de actividad antibibtica,

El m
Code Fe
Esta
antibié
microor

inhibic

Materia

Reactiv

étodo para penicilina, bacitracina y tricomicina es de
d. Regulation. (4) (5) (6) respectivamente.
determinacién se basa en que, cuando una solucibén de
tico se difunde a través de un medio inoculado con el
ganismo suceptible al antibibtico, se forma una halo de

ién proporcional a la concentracién de antibiético.

1

Autoclave
Estufa incubadora
Parrilla Corning

Mechero de Bunsen

os
Buffer de fosfatos al 1% pH 6
Buffer de fosfatos al 10% pH 6
Mezcla de dimetil-sulféxido-metanol-agua (2:3:5)

Medio bacto-penassay seced agar B263 DIFCO



Medio bacto-penassay base agar B270 DIFCO

Estandar de penicilina (1748 U/mg)

Estandar de bacitracina (69 U/mg)

Estandar de tricomicina (6690 U/mg)

Estandar de griseofulvina (977 g/mg)

Medios #1 y #2 (segin instrucciones del manuel DIFCO)
Caldo glucosado '
Etanol

Sulfato de canavanina obtenido
Microorganismos.

Sarcina subflava ATCC 7468
Sacharomyces cereviceae ATCC 2601

Staphylococcus aureus  ATCC 6538 B
Medio # 1

10.0 g de peptona

5.0¢g ‘de extracto de lavadura (0127-01)
2.5 g de extracto de carne {0126-02)
10.0 g de cloruro de sodio
10.0 g de dextrosa

25.0 g de agar

E1l agua necesaria para un litro
Medio # 2

20.0 g de dextrosa

5.0 g de bacte-peptona (0118-01)

1.5 g de extracto de levadura (0127-01)
20.0 g de agar
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El agua necesaria para un litro
Caldo glucosado

20.0 g de dextrosa
1.0 g de extracto de levadura (0127-01)

El agua necesaria para un litro
Técnica.

Se prepara el inéculo para la determinaci6én de penicilina
y bacitrocina, resembrando el microorganismo en medio seed agar
inclinado, 24 horas antes de la determinacién y se incuba a una

temperatura de 35-37°C.
Determinacién de penicilina y bacitracina.

Se preparan cajas petri con 18 ml de medio base. Se suspen -
den las células en 5 ml de agua estéril se toman 0.1 ml y se --
1levan a 10 ml con agua estéril (se obtiene una dilusién de ---
1:100 v/v). Se toman 3 ml del inéculo y se adicionan a 50 ml de
medio seed agar (disuelto y a una temperatura de 48-50°C), se -
honogeniza y se toman 4 ml que se adicionan a la caja que con -
tiene el medio base agar gelificado, distribuyendo bien el medio,
unos minutos después se colocan los cilindros, 4 cajas con 5 ci-
lindros cada una y dos cajas con 4 cilindros cada una. Las 4 pri
meras son para la curva estandar y las dos filtimas para la mues-
tra. Se llenan los cilindros con las soluciones, tanto de la cur
va estandar como la muestra. Todo el procedimiento se efecla en
una zona estéril y con mechero encendido. La concentracién de la
muestra es de 50 mg/ml. Las cajas se incuban durante 24 horas.

Se prepara el in6culo para la determinacién de tricomicina y

griseofulvina, resembrando el microorganismo en tubos con medio
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# 1 incluido, 24 horas antes de la determinacién y se incuba a
una temperatura de 35-37 °C .

Determinacién de tricomicina y griseofulvina.

Se colocan unas asadas del inéculo preparado, en 10 ml de -
caldo glucosado y se deja fermentar a la misma temperatura du-
rante 3-6 horas. A cada 30 ml de medio # 1 a 50°C, se adicionan
4 ml de caldo fermentado. Por Giltimo, en cajas de petri que con
tienen 21 ml de medio # 2 estéril y s6lido, se agregan 4 ml del
medio inoculado. Se colocan los cilindros en 5 cajas petri, pa-
ra la curva estandar y 2 para el problema. Ya colocados los ci-
lindros y las soluciones, se incuban a 35-37°C durante 24 horas,
después de este tiempo se mide el halo de inhibicién resultante.
. La concentracién de la muestra es la misma que para penicilina y

bacitracina, 50 mg/ml.
2.4.,3 Citotoxicidad.

Técnica basada en la eméleada por Tennant J.R. (51)

La célula viva posee resistencia a l1a penetracién de un colé
rante, esta resistencia se pierde en la célula muerta, y como -
consecuencia el colorante penetra en ella. De esta manera es po
sible conocer el nGmero de células muertas contando las células

coloridas.

Material

Microscopio

Bafio ajustado a 37°C
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Porta 'y cubre objetos
Pipetas Pasteur

Bulbos

Reactivos
Solucién de azul de tripamo al 0.1%
Solucién de formol al 10%
Solucién salina al 9%
Buffer de fosfatos O.IN pH 7.4
Sulfato de canavanina obtenido

Linfocitos humanos
Técnica.

Se efectﬁan soluciones de canavanina con las siguientes con
centraciones; 200 sg/ml, IOQ/Mg/ml, ZQ/ug/ml, 10 ug/ml y 2 pg/ml

Las células de linfocitos se obtienen de sangre humana de -
donadores sanos siguiendo el método de Ficoll-Hypaque. (32) )

Se colocan 0.5 ml de cada solucién de canavanina en tubos de
ensayo, se le adicionan 0.5 ml de las células de linfocitos. El
efecto citotéxico se prueba a diferentes tiempos, al tiempo O,-
a los 30 min y a los 60 min. Se incuban los 5 tubos més un blan
co con un mililitro de células de linfocitos, a 37°C. Las mues-
tras del tiempe O, se toman inmediatamente después que se adi -
cionan las células de linfocitos a la solucién de canavanina, -
de la siguiente manera; se coloca en un porta objeto una gota -

de la solucién de canavanina con linfocitos, se le adiciona una
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gota de azul de tripano y una gota de formol,se hemogeniza ré

pidamente y se le coloca un cubre objeto. Este procedimiento se
repite para cada concentracién y para el blanco, inmediatamente
se procede a observar bajo el microscopio contando células vi -
vas y muertas, se cuentan 3 campos con concentracién. Este pro-

cedimiento se repite a los 30 y 60 min,
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3.- RESULTADOS Y DISCUSTION,

3.1 DETECCION Y DETERMINACION COLORIMETRICA DE CANAVANINA,

Esta determinacién se realizé tanto para saber cudl era el
contenido real de canavanina en la semilla, como para saber -
cull método de extraccién serfia el mis indicado para utilizar-
se en la técnica de obtencién.

En el cuadro 3.1 se observa que se obtuvo una mejor extrac-
cién del aminodcido empleando la mezcla ETOH-HZSO4. Se detec-
té hasta un gramo més de canavanina en cien gramos de muestra,
por lo que se dicidié emplear este método de extraccién en la

técnica de obtencién de canavanina.
3.2 OBTENCION DE CANAVANINA.

El rendimiento obtenido con la semilla de cacahuanano es al-
to (5.82 g/100 g), comparéndolo con el resultado reportado por
Rosenthal en su técnica de obtencién de canavanina a partir de
Jack bean (3.14 g/100 g) (46). Esto es debido principalmente

a que el cacahuanano contiene una mayor cantidad de canavanina.
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CUADRO 3.1

Resultados del anélisis colorimétrico comparando dos métodos de
extraccién de canavanina.

Tipo de extraccién ng canav/g muestra g canav/100 gmy
Extraccién HCZ O.IN 91.590 9,159
Bxtraccién HCZ O.IN 88,398 8.839
Extraccién HCL O.IN 91,590 9,159
Extraccién ETOH-HZSO4 109,636 10,963
Extraccibn ETOH-HZSO4 100,021 10,002
Extraccién ETOH-H,S0, 110,307 11,030

‘ La técnica de obtencidn desarrollada en el presente trabajo,

. se basa en la empleada por Rosenthal a diferencia que é1 utili-
za 3 Ké de la resinh Dowex 50-X8, los cuales son agitados toda
l1a noche con el extracto de canavanina. En la técnica que se -
utilizé en el trabajo, se empleé una columna de 50 cm de largo
y 3 e¢m de ancho, con 10 c¢m de la resina Dowex 50-X8, con el in-
coveniente que al pasar la solucibén de canavanina por la resina’
ésta se saturaba muy pronto por lo que se tenfa que lavar cons-
tantemente. Ademfs, para eluir la canavanina de la resina satu-
rada, se tiene que pasar una solucién de amoniaco tendiéndose
que eliminar éste lo més pronto posible de la solucibén de cana-
Qanina puesto que provoca descomposicibén exponténea de canavani
na...(46), por lo que el poco tiempo que estf en contacto el a-
moniaco con la solucién de canavanina, antes de eliminarse por
medio del vacio y concentracién mediante el rotavapor, es otra
fuente de pérdida. Aln con estos inconvenientes se obtiene una

buena cantidad de canavanina en forma de sulfato.
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En cuanto al punto de descomposicién al compararse con el -
sulfato de canavanina estandar resulta muy parecido, y la mez-
cla de sulfato de canavanina estandar con el sulfato de canava
nina muestra comparada con el sulfato de canavanina muestra,re
sultaron iguales, por lo que se puede decir que se trata de la

misma sustancia. Ver cuadro 3.2

CUADRO 3.2

Rendimiento y punto de descomposicién.de sulfato de canavanina

Rendimiento: 5.82 g SOA-canav./IOU g de semilla

~ Punto de descomposicién

50,-canav. estandar ‘158 °C - 164 °C
SO4-cahav. estandar y 804-canav.muestra 159 °C - 164 °C
50,-canav. muestra 159 °C - 164 °C
Referencia literatura 172 ¥ 0.05 °C

Las pruebas cualitativas dieron positivas, tanto con el reac
tivo PCAF (pentacianoamewoferrato), como con ninhidrina.

A la muestra recristalizada, se le hicieron determinaciones
de infrarrojo, figura 3.1. Comparando los espectros obtenidos
con la muestra y con el estandar se observa que las bandas prin
cipales,tanto en uno como en otro, se encuentran en la misma --
frecuencia, lo que indica que se trata de la misma sustancia.

Analizando los espectros se encontrd que, la banda ancha e -
intensa que aparece en la frecuencia de 2500-3500 cm-1 corres -

ponde al alargamiento O-H. La banda de alargamiento C=0 aparece
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aproximadamente en 1675 cm'l. La banda que aparece cn 1000 chl
se debe al alargamiento C-O es intensa y ancha, se puede con -
fundir con el alargamiento C-N, el cual se encuentra entre las
frecuencias de 1030-1230 en l. La banda que corresponde al alar
gamiento N-H deberfa aparecer entre 3200-3500 c:m-1 pero se opa-

can debido al alargamiento O-H.



3.3 PRUEBAS TOXICOLOGICAS A LA CANAVANINA AISLADA
3.3.1 Toxicidad aguda. DLSO.

Esta prueba se realizé con el fin de ver si la canavanina -
poseia una accién téxica administréndose a ratones y comprobar
si el efecto letal en los ratones, que se atribuye a la semi -
11a de cacahuanano, se debe al aminodcido canavanina.

Este estudio se dividié en dos partes; primero una prucba -
global para saber aproximadamente entre que concentraciones se
encuentra el cero y el cien por ciento de mortalidad, ademés -
para comparar con el estandar de canavanina. La segunda parte
del estudio es para fijar el cero y el cien por ciento de mor-
talidad teniendo como bhase la primera parte.

Los resultados de la primera parte fueron los siguientes: -
En el lote 1 no hubo mortalidad. En el lote 2 los ratones se &
letargaron, y se murieron dos a las 24 horas. En el lote 3 no
hubo ningén ratén muerto. En el lote 4 se presenté aletarga -
miento, pero a las 24 horas todos los animales estaban vivos.
Los resultados de la segunda parte se muestran en el cuadro -
3.3.

A los resultados se les efectué un anilisis estadistico; -
prueba de (Chi)z. El porcentaje de los ratones muertos, de ca
da dosis, fueron corregidos por el método de Miller y Tainter
«..(7) (30) (26), graficando en papel log-probit, 1a gréfica -

se encuentra en la figura 3.2.
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En la prueba estad{stica, la'(Chi)2 exp <(Chi)2 critica, por
lo que no hay heterogenidad de los datos en el trazado de la -

grifica,.

CUADRO 3.3

Resultados de_lg segunda parte. Toxicidad aguda - DL50.

Lote Dosis Dosificacién Muertos % tMortalida
] (mg/Kg) (ml/g peso) Trqtaaos Mortalidad Corregid
1 2500 0.01 0/5 0 0.12
2 5000 0.02 2/10 20 34
3 7500 0.03 4/5 80 88
4 10000 Q.O4 g/5 100 99
CUADRO 3.4

Rangos de toxicidad en ratén

Tgigggdgz Denominacién usual DOSi§Di§S?1 medig
1 Extremadamente téxico 1 mg/Kg
2 Altamente téxico 1-50 mg/Kg
3 Moderadamente téxico 50-500 mg/Kg
4 Ligeramente téxico 0.5-5 g/Kg
5 Précticamente no téxico 5-15 g/Kg
6 Relativamente innocuo 15 g/Kg

Deichmann, W.B. and Gerarde H.W. Toxicology of drugs and chemi-

cals. Academic Press, N.Y. (1969). (44)
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La dosis letal media (DL50) se obtiene de la grifica, de 1la
figura 3.2, graficando la dosis (mg/Kg) contra el porciento de
mortalidad. En el cuadro 3.4 se muestran los rangos de toxici-
dad de acuerdo a la dosis letal media (DL50). La DL50 para la
muestra de sulfato de canavanina se encuentra entre los limites
de ligeramente t6xico y précticamente no téxico. Por lo ante- -
rior no puede tomarse a la canavanina como la responsable de -
la fuerte toxicidad de la semilla de cacahuanano.

Con la DL50 se puede obtener el potencial de toxicidad (pT),
en donde la representa el potencial o toxicidad inherente de -
una sustancia expresada para determinadas condiciones. Por de-
finicién, pT es la inversa del logarismo base 10 de la dosis -
de una sustancia (expresada en meles por kilogramo) que produ-
ce un determinado efecto, pT=-log T, T es la dosis molar, pu -
diéndose calcular con la DL50 y el peso molecular de sulfato -
de canavanina. Este concepto ha sido propuesto por Luckey y -
Venugopal para disponer de un parémetro que-evalué la toxici-
dad de las sustancias de una manera mis exacta de las conoci -
das. (44)

En el cuadro 3.5 se muestra el pT de diversas sustancias y
el sulfato de canavanina. Al compararse el pT de sulfato de ca
navanina resulta ser éste, uno de los més bajos tomando en cuen
ta que si el pT es 1,2 o 3 veces mayor que el de sulfato de ca
navanina, se debe a que es 10, 100 6 1000 veces respectivamen
te mis toxico que el sulfato de canavanina. E1 pT de sulfato -
de canavanina se puede comparar en toxicidad con el del acido

nicotfnico y NaCl.



CUADRO 3.5
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Potencial de toxicidad (pT) de diversas sustancias y de sulfato

de canavanina.

SOA-canavanina

Sustancia (mg}/Kg)
HC& 3.95
Adrenalina 4.66
Paratién 4.74
Estricnina 5.53
Botulinica D 15.49
Ac. Nicotfinico 1.82
Nace 1.35
Ac. Pantoténico 2.39
Aspirina Z.Sp
Tétanos 13.60
Cafeina 2.89

1.69

Luckey y Venugopal J.Tox. and Env. Health, 1977, 2633. (44)

Para tener una mejor comparacibn de la toxicidad de la cana-

vanina, se compard con un extracto metanélico de la semilla de

cacahuanano, obtenido en un experimento anterior no reportado,

efectuando una prueba de paralelismo. Los datos de muestran en

el cuadro 3.6



CUADRO 3.6

Prueba de paralelismo entre canavanina SO4

nélico de cacahuanano.

y el extracto meta-

42

Sod-canavanina

Ext.metanblico
de cacahuanano

DL50
§DL50

S

5550
1.207
1,301
1.112

1200
1.335
1,854

. 1.390

Al efectuar la prueba de paralelismo, con los datos anterio

res, resu1t6 que tanto para la DL50 como para la S existe dife

rencia significativa en prueba de paralédlismo. Simplemente ob-

servando los valores de la DL50, en el cuadro 3.6, se puede a-

preciar que es mucho m&s bajo en la semilla que en el SO4-can§

vanina, por lo tanto hay mayor toxicidad en la semilla de caca

huanano, esto confirma lo ya mencionado anteriormente, la toxi

cidad de la semilla de cacahuanano no se debe exclusivamente a

la presencia de canavanina en ésta, esta toxicidad es causada

por la presencia de otros factores.
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3.3.2 Determinacién de actividad antibiftica.

Esta prueba se realizé con el fin de saber si la canavanina
tenfa accibn antibiética,

Al efectuarse la prueba con penicilina, se observé que ésta
formaba halo de inhibicién proporcional a la concentracibén de
las solucione§ de la curva estandar, al compararse con el 504-
canavanina se vié que éste no formé hale de inhibiciém, por lo
tanto no presenté actividad antibiética para S. aureus. Lo mis
mo sucedid con las pruebas para tricomicina, facitracina y gri
seofulvina.

Como las pruebas se efectuaron con una concentracién alta -

~de canavanina, 50 mg/ml de 804-canavanina, se concluye que la

canavanina no tiene efecto antibiético.

3.3.3 Citotoxicidad,

Se efectu$ esta prueba para terminar si el Sod-canavanina
tenfa algin efecto téxico inmediato en células de linfocitos
humanos.

En el cuadro 3.7 se muestran los resultados de la viabilidad
expresada en porciento. Observando los resultados se puede apre
ciar que la viabilidad disminuye al aumentar el tiempo de con -
tacto con la solucién de camavanina a cualquier concentracién,
pero al observar la viabilidad al aumentar la concentracibn és-
ta no siempre disminuye como se esperarf{a, por ejemplo en el -
tiempo O deberia haber mayor viabilidad con 10 g de canavanina

que con 100 g.
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CUADRO 3.7

Viabilidad en porciento de las células tratadas con 504-cannvanina

¢ - an;gnty;ciénxSO4jcanavanina (mg)
{min)
00 50 10 s 1 0
0 96.33  96.00 94,33  94.33  06.335  99.00
}0 72.00 68.66 68.00 82.33 91.00 87.33
60 53.66  59.66  67.00  71.66  63.66  76.33

y sucede lo contrario, para poder sacar informacién de los datos
se efectué un andlisis de varianza ANOVA con repeticiones para -
analizar todos los datos, tanto hileras como columnas y la inter
accibn entre éstas. En el cuadro 3.8 se muestra el resultado del
anélisis, los tres valores de la varianza resultan superiores a
los valores criticos (probabil@dad del 0.05%), por lo tanto se
encuentra diferencia significativa tanto en hileras (factor tiem
po) como en columnas (factor concentracién) y la interaccién de
éstas, La mayor diferencia se encontrb con el factor tiempo, o -
sea que al aumentar el tiempo de contacto del Soa-canavanina con
las células de linfocitos disminuye la viabilidad a cualquier -
concentracién. Para el factor concentracifn también se obtuvo di
ferencia significativa, pero para poder obtener una mayor infor-
macién se hizo una prucba mGltiple de medias, que permite anali-
zar hasta qué concentracién de 504-canavanina s¢ ve afectada la

viabilidad de las células, esta prucba se rcalizé con una proba-
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bilidad del 0.05%. Los resultados se muestran en el cuadro 3.9,

CUADRO 3.8

Resultados del anélisis de varianza

Fuente de C(critica)

variacién p(0.05) Resultado
Hileras

(factor A) 138.46 v>C
Columnas

(factor B) 8.9628 2.48 vV>C
Interaccién

(A.B) | 3.7346 2,11 V>

Factor A tiempo

Factor B concentracién

CUADRO 3.9

Resultados de la prueba mﬁltiple de medias

5vs1l

5
5

[ 72 SR~ - -

O

Vs

Vs

Vs

VS

VS

Vs

\L

Vs

Vs

2

.
.

12,221
11.239
9.131
1.134
11.096
10.114
2.107
3.090
2.107
0.928

4,031

3.791
3.399
2.858
3.791
3.442
2.858
3.442
2.858
2.858

st f
Msi ph
Mg My
M= M
May Hy
Mz M
M= My
M. My
M= M,
o




Para poder entender mejor los resultados de la prueba mlilti
ple de medias, que se muestran en el cuadro 3.9, se representan
gréficamente. De csta manera es més fhcil analizar los resulta
dos, en el esquema que Se muestra a continuacibn, se¢ puede ob-
servar que al aumentar la concentracién de 1 _ag a 5 #g no sc -
encuentra diferencia significativa en cuanto a la viabilidad,
pero al aumentar la concentracibn a lojug ya se tiene diferen-
cia significativa, con concentraciones mayores de 10 4g ya no
se tiene diferencia significativa, o sea que al aumentar la -

concentracibn arriba de éste valor la viabilidad ya no se ve

afectada.
YS X4 XS XZ Xl
- Y
XS 1 _ug
X4 5 AR
X3 10 M} Concentracidnde §0,-canavanina.
XZ 50 M8
X, 100 s ‘



a7

4- CONCLUSIONES.

En el presente trabajo se establecié un método de obtencién
de canavanina a partir de cacahuanano (Gliricidia sepium).

El contenido de canavanina en la semilla de cacahuanano fué
notablemente superior (aproximadamente el dbble) al que se ha
concentrado en la semilla de Jack bean (Canavalia ensiformes),
que es la fuente para obtener este aminoicido en forma comer -
cial (Sigma Co. St. Louis Mo. USA)

La canavanina se obtuvo como sulfato por el procedimiento -
empleado para su extraccién.

En cuanto a toxicidad, su dosis letal media (DL50)s5550 mg/
- Kg, se encuentra entre los rangos de ligeramente t6éxico y pric
ticamente no téxico. Ademds no se encontré acciébn antibiética
y en cuanto a la prueba de citotoxicidad, se encontré que afec
ta la viabilidad de las células ligeramente.

Con este trébajo se comproﬁé que la canavanina no es la res
ponsable de la toxicidad que la semilla de cacahuanano (Gliri-
cidia sepium) tiene sobre roedores y otros animales.

Se propone continuar la investigacién sobre los posibles -
compuestos téxicos responsables de la toxicidad de semilla, en
contrar la forma de eliminarles, para poder aprovechar esta le
guminosa en la alimentacién animal y posiblemente humana, por
ser una leguminosa de huena calidad ya que su contenido de pro
teina es muy alto (mds del 40%) y ademés por ser una legumino-

sa muy abundante en el pais.
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