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I. INTRODUCCION

En México, el hambre y la desnutricién contintian siendo un problema debido a la
poca disponibilidad de alimentos y a las condiciones econdmicas actuales de la
poblacién, provocando un alto porcentaje de desnutricion proteico-caldrica que es mas
grave en el medio rural que en el medio urbano y afecta mayoritariamente a los grupos
de la poblacién mas vulnerables como los nifios, Imujeres embarazadas, lactantes y
ancianos. La Encuesta Nacional de Alimentacion y Nutricion en el Medio Rural de 1996,
evalug el estado de nutricion de los nifics menores de 5 afios; Ias cifras de desnutricion
son del orden del 43% en el area rural indigena y marginada, 26% tienen una forma
leve de desnutricién y en 17% la desnutricién va de moderada a severa; lo que se

traduce en una alta tasa de mortalidad infantil [1].

Esto ha llevado a realizar investigaciones encaminadas hacia la busqueda de
nuevo material bioldgico con potencial proteico-calorion, los cuales sean de buena
calidad nutricional; dichos estudios se han enfocado principalmente a las leguminosas,
primeramente por su elevado contenido en proteinas, y también por ser buenas fuentes

de hidratos de carbono, minerales y vitaminas, y algunas de lipidos [2].

México cuenta con una gran biodiversidad de recursos debido a su amplio
mosaico de ecosisternas, y las leguminosas silvestres que son muy abundantes en todo

el territorio  nacional podrian ser utilizadas tanto para la alimentacion animal, cormno



humana. Sin embargo, estos recursos estan subaprovechados, tal es el caso del

cacahuanano (Glincidia sepum) que es un arbol perteneciente a ésta farnilia,

El cacahtianano es muy interesante desde la perspectiva de contener COImMpuestos
con propiedades medicinales y alelopaticas protectoras (3]; Ia "alelopata” es un proceso
biolégico presente tanto en los ecosistemas naturales como en los agroecosistermnas y ha
sido propuesta como un altemativa potencial en el manejo de los componentes del
agrosisterna, entre ellos las malezas [4]. En un estudio realizado a la semilla de
cacahuanano, se detectd una alta concentracion de canavaning, un aminoacido no
proteico que exhibe propiedades aleloquimnicas protectoras(5, 6]. También a esta
legurninosa se le tiene en alta estima para la elaboracion de forrajes o piensos de alta
calidad para el ganado (7], ya que el contenido de proteina de sus hojas es superior al
20%; pero el aprovechamiento de la;s semillas como fuente potencial de proteina para la

alimentacion humana ha sido poco estudiada.

Estudios previos realizados a la semilla de cacahuanano, revelan que ésta
leguminosa tiene un alto contenido de proteina y grasa (5], por lo que se podria
considerar a esta planta como una auténtica oleaginosa y fuente potencial de proteina,
En este trabajo se trata de caracterizar esta parte de la planta desde el punto de vista

alimenticio y toxicologico, como una alternativa a las fuentes de proteina clasicas.
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II. OBJETIVOS

.Objetivo general.

Evaluar la calidad nutritiva e inocuidad de la fraccion proteinica de la semilla de
cacahuananoe (Gliricidia sepiurm).

-.Objetivos particulares.

Confirmar el alto contenido de proteina y grasa en la semilla de cacahuanano, y
determinar su densidad calérica.

Medir el contenido de inhibidores de tripsina, lectinas, taninos, fitatos ¥ nitratos en la
semilla de cacahuanano.

Determinar el contenido de nitrégeno no proteinico en la semilla de cacahuanano, y
al a vez cuantificar el aminoécido no proteinico canavarina,

Corroborar Ia toxicidad aguda de la semillas de cacahuanano por via oral en ratones
y correlacionar con la presencia de los toxicos que contenga la semilla.

Determinar la composicion de aminoacidos de la fraccion proteinica de la semilla de
cacahuanano, asi como su posible biodisponibilidad a través de la determinacion de
la digestibilidad in vitro.

Obtener un concentrado proteinico que esté exento de los {actores toxicos v
antinutricionales presentes en la semilla de caczhuanano, en particular de
canavarina.

Confirmar el adecuado proceso de destoxificacion mediante la determinacion de los
factores toxicos residuales y la realizacion del ensavo de toxicidad aguda en el
concentrado.



IIT. ANTECEDENTES

l.Las semillas de leguminosas.

Las Leguminosae constituyen una de las familias botanicas mas amplias del
reino vegetal, pues comprende 650 géneros aproximadamente, que inchuyen alrededor
de 18000 especies distribuidas en la mayoria de los ambientes de todo el mundo, en
especial en las regiones tropicales y semitropicales. Los taxonomos han dividido las

legumbres en tres familias afines [8]:

¢ Caesalpiniaceae contiene aproximadamente 2800 especies, la mayoria de las
cuales son arboles de sabanas tropicales y bosques de Africa, América del Sur y Asia.

¢ Mimosaceae: también abarca aproximadamente 2800 especies, y  son
predominantemente arboles pequefios y arbustos de las regiones tropicales semisridas
de Africa, América y Australia,

@ Fabaceae contiene méas de 12000 especies, son principalmente las hierbas v los

arbustos pequenos distribuidos mundialmente.

Las sernillas maduras v secas de especies de la familia Fabaceae, se conocen con
el nombre de leguminosas, derivado del fruto en legumbre que las contiene y se han
usado en la agricultura desde tempos antiguos, va que se encuentran entre las

primeras fuentes de alimento para el hombre,




El fruto de las leguminosas es muy caracteristico, siendo una vaina generalmente
alargada, seca en su madurez con cavidades donde puede algjar de una a varias hileras
de scmillas; si la vaina se abre espontineamente se denomina dehiscente, en tanto que

si no se abre es indehisoente [9].

Una caracteristica propia de las semillas de legurninosas es su alto contenido de
proteina, nutritivamente son de 2 a 3 veces mas ricas en proteina que los granos de
cereal, y muchas de las semillas también contienen grasa. Por lo tanto, es sorprendente
que no exista una explotacion mas amplia de ésta familia botanica de alto valor
nutritivo, Una limitacion al uso de las leguminosas es que la mayoria de éstas, se hallan
bien protegidas contra la depredacion de animales como €l ganado e incluso ¢l hombre,
y otros organismos (bacterias, insectos, hongos); ésta proteccion  consiste en la
biosintesis de una amplia variedad de compuestos toxicos y/o anunutricionales, los

cuales actan como disuasivo al ataque de sus depredadores.

La naturaleza y principal accién de las toxinas ¥ sustancias antinutritivas ha sido
tema de varias revisiones [10, 11, 12]. Hay compuestos que pueden producir efectos
tOXic0s en animales como los nitratos y la canavaning, también hay algunocs
compuestos que deprimen la utilizacién de los componentes del alimento tales como

tanines, inhibidores de proteasas, fitatos ¥ hemaglutininas;



Nitratos: Se puede encontrar un alto contenido de éstas sustancias quimicas en
algunas plantas debido a que éstas son fjadoras de nitrogeno vy al uso de fertilizantes.
Se puede tener toxicidad por nitratos en primer lugar por una ingestion masiva de
éstos compuestos (envenenamicnto), v en segundo lugar si los mismos se
transforman en nitritos por la microflora digestiva, provocando metahemoglobinermia
en lactantes (sindrome del bebé azul) y también en algunos adultos. También pueden
actuar como pro-cancerigenos, ya que Henen la capacidad de formar compuestos
cancerigenos (nitrosaminas o nitrosamidas), al reaccionar con Compuestos organicos

conocidos como aminas secundarias o amidas |13, 14].

Canauanina: El 4cido 2-amino-4-guanidaxi butirico (canavanina) es un aminoacido
basico no proteioo potencialmenite taxico analogo de la arginina, que se encuentra
presente en al menos 1500 especies de la familia Legurninosae, almacenado de forma
libre en la fraccion no proteica de las semillas. Es tixico porque compite en su
incorporacion dentro de las vias biosintéticas de formacion de proteinas, sintesis de
macromoléculas, glucoproteinas, ARN y ADN; su incorporacién equivocada en las
proteinas lo convierte en un potente inhibidor del crecimiento para muchos sistemas
microbianos, pudiendo ser leta! debido al mal funcionamiento de su metabolisno 6,
15]. La canavanina exhibe propiedades aleloquimicas protectoras altamente efectivas
hacia una gran variedad de plagas, predadores herbivoros, e inclusive la protege
de enfermedades y de otras plantas que compiten con ella, Hay pocos reportes de sus

efectos en células de organismos superiores,



Taninos: Son una clase de compuestos polifenclicos solubles en agua presentes en
la mayoria de las plantas comestibles, incluyendo granos como sorgo, mijo, cebada,
frijol, soya, chicharos, algarrobo, y frutas como manzanas, platanos, uvas, duraznos,
peras y fresas (16} Se consideran nutricionalmente indeseables porque forma un
complejo proteina-tanino que tene lugar cuando los grupes fendlicos de los taninos
se oxidan a quinonas, pudiendo formar enlaces covalentes entre los grupos amino
épsilon de las lisinas y de las argininas en las cadenas peptidicas, precipitandolas y
reduciendo el valor nutricional del alimento. Los taninos se pueden unir ademas a las
enzimas digestivas impidiendo su libre accién y también se unen con las proteinas de
la mucosa intestinal disminuyendo la absorcion de nutrientes, afectando la utilizacion

de vitaminas y minerales {17).

Inhibidores de proteasas: Son sustancias antinutritivas de naturaleza proteica
ampliamente distribuidas en los alimentos de origen vegetal (legurninosas, cereales,
frutas y verduras), que interfieren inhibiendo 1a actividad de las proteasas, que son las
enzimas que hidrolizan los enlaces peptidicos de las proteinas y peptidos permitiendo
su asimilacién. Los inhibidores tienen uno o mas péptidos de union (sifio reactivo), los
cuales interaccionan con el sitio reactivo de la enzima; esta inhibicion se raduce en
una reduccion de la digestion proteica y por consecuencia también de su asimilacion
(18]. El inhibidor de tripsina (IT) es uno de los mas abundantes, y dada su naturaleza

proteica los IT son facilmente desnaturalizados ¢ inactivados mediante el tratamiento

con calor [19).



= Acido fitico: Es el acido inositol hexafosforico que se encuentra en elevadas
concentraciones en las semillas de cereales, legumninosas y oleaginosas; es una
estructura altamente reactiva, debido a que la molécula posee multiples grupos
fosfato reactivos capaces de formar complejos con cationes. Su accion fundamental es
disminuir la absorcion o biodisponibilidad de minerales divalentes como Ca, Co, Cu,
Mg, Mn, Mo, Fe y Zn (por formar sales insolubles con éstos); y también es una fuente
nadecuada de fésforo no bioasimilable por el hombre, ¥a que nuestro organismo no
produce la enzima fitasa necesaria para hidrolizar el acido fitico y liberar el fasforo de
este compuesto. Ademas forma complejos insolubles ftato-mineral-proteina,
provocando la disminucién de la solubilidad y digestibilidad de las proteinas en el
organismo, asi como la inhibicion de enzimas digestivas como la pepsina, tripsina y a-

amilasa; bajo condiciones fisiclogicas [20, 21,

* Hemaghutininas: Las lectinas (nombre por el cual también se les CONoCE) son un
gupo de proteinas o glicoproteinas toxicas presentes en la mayoria de las
leguminosas comestibles, que ademas de presentar la propiedad de aglutinar los
globulos rojos sanguineos, tienen actividad toxica en pruebas de laboratotio con
animales. Su accién tixica consiste en que las hemaglutininas se unen con las
proteinas de células epiteliales de la pared del intestino, ocasionando con esto una
mala absorcién de nutrientes, tales como hidratos de carbono y proteinas. Las
hemagjutininas presentes en algunas especies se destruyen por los métodos de

preparacion culinarios utilizados cormientemente [10, 20).



Asi hoy en dia, unas cuantas semillas (aproximadamente 20) son de importancia
comnercial como fuente de alimento humano, las cuales son consumidas en estado se00,
cocidas o en estado inmaduro [22]. Sin embargo, la presencia de sustancias toxicas en
las leguminosas no debe considerarse como una desventaja para su utilizacion segura a
gran escala, dado que la mayoria raramente son consurnidas en estado crudo, y con el
estudio o conocimiento de técnicas de procesamiento adecuadas se pueden inactivar,

reducir o eliminar por completo las toxinas.

Entre los procedimientos empleados para mejorar la calidad nutritiva y mejorar el
aprovechamiento de las propiedades alimenticias de las semillas de leguminosas, se

tienen los siguientes [19]:

~ El tratamiento con 4cidos vy calor.

— Lafermentacion,

— Lainmersién (remajo).

- La germinacién.

- laeliminacién mecanica de las testas.
~  La seleccién y manipulacién genética.

- Elaislamiento proteico por métodos quimicos.



2.El cacahuanano.

El cacahuanano (Gliricida sepium) es un arbol perenne de tamario medio y raices
profundas, perteneciente a la familia Leguminosae y subfamilia Fabaceae. Esta
leguminosa se conoce en nuestro pais como cacahuanano, cacahuananche (Mich.,
Gro,, Sin. y Nay.), cocoite (Chis.), cocuite (Oax.), cocuitle {Ver.), chanté (Chis.), flor de San
José (S.L.P), frijolillo (Méx.), jelelte {S.L.P.), laiti {Chis)), lengua de perico, madre de cacao
{Jak, Chis,, Tab. y Q.Roo.), mata rata (Gro.), mata ratén (Chis.), muiti (Ver.), sayab (Yuc.),
yaité (Chis.); mientras que en otros paises se le conoce como balo o bala (Panama), bien
vestida o pinon florido {Cuba), kakawati (Filipinas) madre de cacao (Puerto Rico y
Guatemnala), madera negra (Honduras, Costa Rica y Panama), madriado {Honduras y
Nicaragua), mata ratén (Venezuels), madura {Trinidad), pifidn de cuba (Republica
Dominicana), palo de hierro (El Salvador), ratonera (Antillas); entre otros nombres

vulgares [23, 24, 25].

El cacahuanano crece bien en numerosos paises tropicales donde existen
condiciones de humedad y calor. En nuestro pais, dicha leguminosa se encuentra
ampliamente distribuida en las vertientes del Golfo de México, desde Tamaulipas a San
Luis Potosi, norte de Puebla y Veracruz, hasta Yucatan; en tanto que en la vertiente del
Pacifico se distribuye desde Sinaloa hasta Chiapas, e incluso se menciona que esta

especie es onginaria del Sur de México y Centro América 7).
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Dentro de los usos tradicionales de esta planta se encuentran: forraje para la
alimentacién suplementaria de ganado doméstico (bovino, caprine, ovine, avicola) con
alto contenido en proteinas e hidratos de carbono, sus flores hervidas o fritas son aptas
para el consumo humano, como "cerca viva" de terrencs agricolas, abono verde en los
sermnbradios, control de la erosion del suelo por ser una planta fijadora de nitrogeno,
para dar sombra a cultivos delicados como cacao, café, té o vainilla; las ramas lefiosas y
la corteza sc suelen sccar para utlizarlas como lefia, e incluso se menciona que la
corieza, tallos tiernos y las hojas constituyen un cxcelente rodenticida. Se han
descubierto cumarinas en éstas partes y se mencionan sus efectos hemorragicos sobre

el sistema vascuiar (arterial y venoso) hacia roedores {26, 27, 28]

1



Las propiedades toxicas de la Gliriddia sepum son controvertidas pues su
comportamiento es variable; estudios previos de las hojas, raices, corteza y corazén de
este arbol muestran que, los extractos organicos o fracciones parcialmente puras de
éstas partes contienen una variedad de compuestos quimicos con actividad biologica,
como es la de pesticida hacia plagas: orugas, termitas, insectos, organismos marinos,

hongos, otras plantas y malezas {29, 30).

A continuacion sc presenta la distribucion de los constituyentes quimicos

presentes et cacahuanano [31}:

Localizacion Compuesto
Semillas Aminoacidos y péptidos:
- Canavanina

Productos naturales aromaticos simples
Benzopirancides

Hojas Flavonoides
Flores Flavonoides
Tronco del arbol Flavonoides:
- Sepinol, sepiol, gliricidin, gliricidol
Acido galico, acido gentisico, acido
Hojas protocatechuico, acido p-hodroxibenzoico,

acido f-resorcilico, acide vanillico, acido
siringico, 4cido p-cumarico, acido m-
cumarico, acido o-cumarico, acido
ferulico, acido sinapinico, cumarina y

myricitin.
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Los constityentes quimicos de los extractos del cacahuanane pueden ser de
interés terapéutco, ya que se pueden usar con fines benéficos dependiendo de ka
concentracion atribuyéndosele amplias propiedades medicinales; por ejemplo, en el
tratamiento de enferrnedades de transmisién sexual como la gonorrea causada por la
bacteria Neissena gonormhoeae, enfermedades causadas por protozoarios como la
malaria, amibiasis y la ‘enfermedad de "Chagas' causada por el Trypanosoma cuz
como antifungico en el tratamiento de infecciones en la piel {dermatosis) causada por
hongos  patogenos  (Aspergilius flavus,  Epidermophyton  floccosum,  Microsporum
gypseum, Microsporum canis, Trichophyton nubrum, Trichophyton mentagrophytes), y
también se han aislado recientemente una variedad de compuestos usados como

poderosos agentes antitumorales [32, 33, 34).

Sobre esto ultimo cobra un interés significativo la presencia de canavanina en la
semilla del cacahuanano, porque al parecer este aminoacido no proteinico analogo de la
arginma es téxico en contra de virus (herpes simple), hacia bacterias {Escherichia col,
Proteus vulgans, Badllus cereus, Bacillus subtilis), hacia algas (Chlamydomonas
refnhardi), contra nUMETOsos nsectos y sus larvas (mosca Phormia terranouvae, langosta
Locusta migratoria, gusano Manduca sextd), e inhibe el crecimiento cehalar en plantas y
causa retardo en el crecimiento de sus raicillas (tomate, amaranto, berro, col, calabaza)

35, 36.

13



Investigaciones recientes sobre la canavanina, han demostrado su potencial valor
como agente anticancerigeno hacia ciertas oélulas tumorales in vitro e i vivo, usandolo
solo, o combinado con otros tratamientos para lograr un efecto sinergista; por lo que la
sintesis de compuestos anlogos derivados de la canavanina, parece ser un enfoque
prometedor en el desartolle de nuevos "compuestos con actividad biclégica”, como es la

de antimicrobiana, pesticida y citotéxica [37, 38, 39).

O NH,
NH2

L-CANAVANINE
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3.Estudios de toxicidad.

La toxicologia es la ciencia que estudia las sustancias quimicas y los fenomenos
fisicos en cuanto son capaces de producir alteraciones patolégicas (enfermedades) a los
seres vivos y los mecanismos que las producen, ademas de los medios para
contrarrestarias y los procedimientos para detectar, identificar, determinar y valorar el
grado de toxicidad de tales sustancias [40]. Los toxicos o xenobidticos son agentes fisicos
© quimicos que luego de penetrar en el organismo, pueden producir alteraciones del
estado fisiologico o de la salud de un ser vivo, inclusive provocar la muerte (un agente
xenobidtico es toda aquella sustancia que ingresa en el organismo procedente del
exterior). Por lo tanto no hay sustancias atdxicas y cualquier sustancia puede actuar
como toxico, ¥ s11 accién sobre un organismo evoluciona en funcién de las condiciones

del sujeto, del ambiente, de la cantidad y tiempo que tarda la exposicién a los mismos.

Cuando se pretende proponer una especie vegetal no convencional o poce
conocida como fuente de nutrimentos, es necesario contemplar su toxicidad potencial
debida a la presencia de sustancias toxicos y factores antinutricionales, ya que algunos
de ellos son muy comunes en los alimentos de origen vegetal. Para esto se han
desarrollado técnicas usando animales de. laboratorio (por ciernplo ratones, ratas,
conejos y cuyos) para descubrir una amplia gama de toxinas potencialmente dafinas al

hombre y otros animales monogastricos.
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En los estudios toxicoldgicos de rutina los animales de laboratorio son sometidos a
dosis y tiempos de tratamiento variables, que ponen de manifiesto los efectos
producidos por el agente de prueba. Los estudios o ensayos toxicologicos se dividen en

tres categorias [40]:

1} Estudios de taxcidad aguda:

Se lleva a cabo en una sola administracion del agente, en un periodo de 24 horas. La
evolucion puede llevar a los animales de ensayo a la muerte, o a una recuperacion total
o parcial, donde podrian quedar secuelas o lesiones permanentes. La toxicidad aguda se
expresa generalmente por la dosis de un xenobiético en mg/kg necesaria para matar al

% de los animales de experimentacion, llamado también DLsp.

2} Estudios de toxicidad subaguda:

Ensayo de toxicidad a corto plazo también conocide como subcrdnico, que implica
administraciones diarias repetidas o 5 veces por semana, en un periodo de
aproximadamente 10% de la vida del animal o tratamientos mas cortos de 14 a 28 dias,
para roedores pequefios como el raton. La toxicidad subaguda nos proporciona
informacion sobre los efectos oxicos principales de una sustancia, su reversibilidad o
ireversibilidad y los 6rganos implicados. Durante el ensayo se realiza la observacion
clinica detallada de los animales, se evaltian el crecimiento ponderal, el consumo de

alimentos y bebidas, ademas de un examen hematologico.
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3) Estudios de taxicidad crémica:

Ensayos de toxicidad a largo plazo en los que la admirustracion del agente toxico se
efectiza repetidamente durante toda la vida del animal, o por lo menos un porcentaje
importante de ella; por ejemplo, en un ratdn cuya vida es de 2 afios, la administracion
serd por un minimo de 18 meses. La absorcidn de éstas pequenas dosis no hace
patente trastornos t4xdcos, si se eliminan norrmalments; pero la repeticion de éstas dosis
minimas lleva a estados patolégicos de sintomatologia variadisima con el transcurso del
tiempo, por la acumulacién del producto dentro del organismo {normalmente en

organos y tejidos concretos) o por la suma de efectos lesivos.

Tradicionalmente se han venido clasificando a las sustancias en varias categorias,

de acuerdo con su toxicidad aguda DLss por via oral [40):

Rango de Denominacifén Dosis oral inica en rata
toxicidad usual DLso

1 Extremadamente toxico < 1 mg/kg p.c.

2 Altamente toxico 1-50 mg/kg p.c.

3 Moderadamente téxico 50-500 mg/kg p.c.

4 Ligeramente toxico 05-5g/kgp.c.

51 Practicamente no téxico 3-15 g/kg p.c.

6 Relativamente inocuo > 15 g/kg p.c.
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La mayor parte de los estudios de toxicidad son disenados para determinar una
dosis o concentracion letal 50 de un quirmico, pero este estudio permite ademas de tener
informacién sobre los riesgos a los que se exponie el hombre después de una
administracién o exposicion a una dosis especialmente elevada, determinar el efecto
toxico de una sustancia, el drganofs) o sistema(s) blanco y reforzar las bases para
establecer la dosis de los estudios a largo plazo. El método usado para estudiar la
toxicidad aguda se basa en la relacién dosis-respuesta para un grupo de animales
experimentales, en el cual esta involucrada la relacion entre la dosis y el nimero de

individuos que mueren como resultado de la exposicion de un tdxico.

En este tipo de bicensayos, rmltiples factores pueden influir sobre la respuesta
toxica al observar diferencias entre los individuos de una poblacién; por lo que en la
determinacion experimental de la toxicidad aguda, se recurre a poblaciones animales

homogéneas tomando en cuenta los siguientes factores {4 11;

A) Factores dependientes del individuo (especic animal utilizada en el experimento,
raza o cepa, sexo, peso, edad, susceptibilidades individuales, estado fisiologico,

estado patologico).

B}Factomdependientesdelasoondidomdehadnﬁmls&acidn(wade
administracion, naturaleza del vehiculo, concentracion de la sustancia, rapidez de la

admuinistracian, factores ambientales, administracion anterior).



4. Las proteinas.

Las proteinas figuran entre las moléculas organicas mas abundantes en la
mayoria de los sisternas vivientes. Las moléculas proteicas son de una diversidad
extraordinaria con distintas funciones biolégicas: enzmas, hormonas, anticuerpos,
toxinas, proteinas de transporte y muchos otros tipos de proteinas estructurales, En
cuanto a su estructura, todas son polimeros de aminoacidos dispuestos en secuencias
lineales, El gran valor de los aminoacidos como bloques de construccion hiologicos,
radica en el hecho de que pueden unirse unos con otros mediante la formacion de

enlaces amida, comunmente llamados enlaces peptidicos [42].

Todos los aminoacidos poseen la misma estructura fundamental: un atomo de
carbono central enlazado con un grupo amino, con un grupo carbaxilo, con un atomo
de hidrogeno y con otro atamo o grupo de atomos. Tedricamente puede existir ura gran
variedad de amincécidos diferentes, pero solo se utlizan 20 tipos distintos para
construir las proteinas, no importa que se trate de una céluia bacteriana, una célula
vegetal o una céhula del cuerpo humano. Los 20 a-aminodcidos son: alanina, valina,
leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptéfano, metioning, glicina, serina, treonina,
cisteing, tirosina, asparaging, glutamina, acido aspartico, acide glutamico, arginina,

histichna y lisina.




Los vertebrados no pueden sintetizar los 20 aminoacidos. Los seres humanos
pueden sintetizar en su organismo 12 de ellos, ya sea a partir de un esqueleto dc
carbono simple o a partir de otro amninoacido; los otros 8 que no pueden sintetizar y
deben obtenerse de la dieta en cantidades adecuadas, se conocen como aminodcidos
esenciales o indispensables. Para los seres humanes adultos los aminoacidos
esenciales son la fenilalanina, la isoleucing, la leucina, la lisina, la metionina, la treonina,

el triptofano, la valina; y en los primeros afios de vida, también lo es la histidina [42}.

Desde el punto de vista nutricional, se ha enfocado mas en el requerimiento de
aminoacidos esenciales y los niveles propuestos son aquellos considerados necesarios
para mantener la salud y las necesidades fisiclogicas de la mayor parte de individuos de
un grupo de la poblacion. El cuadro siguiente muestra los requerimientos diarios para

lactantes y nifios entre 2-5 arios, segtn o establece la FAO/OMS [43};:

Aminoicido esencial Requerimientos Requerimientos

(g/16 g N) Lactantes Nifios 2-5 afios
Histidina 2.6 1.9
Isoleucina 4.6 2.8
Leucina 9.3 0.6
Lisina 6.6 5.8
Metionina + Cisteina 4.2 2.5
Fenilalanina + Tirosina 7.2 6.3
Treonina 4.3 3.4
Triptofano 1.7 1.1

Valina 5.5 3.5
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Las diferentes fuentes de proteinas alimentarias tienen diferente calidad nutritiva,
es decir, difieren en su capacidad para cubrir los requerimientos proteicos humanos
segun las necesidades del organismo. La calidad nutricional de las proteinas
alimentarias (aquellas que son sabrosas, digestibles, no téxicas ¥y econémicamente
utilizables por el hombre) se debe evaluar en funcién de su composicion  de
aminoacidos, su digestibilidad y también se debe tomar en cuenta la concentracion o

contenido total de proteinas en el alimento o dieta {44).

2 Concentracin de proteinas.

Se refiere a la abundancia de este nutriente en el alimento, y el contenido de
proteina de un alimento o dieta se expresa generalmente como los gramos de proteina
por 100 gramos de alimento. Las leguminosas han sido consideradas tradicionalmente
como excelentes fuentes de proteina vegetal para el hombre, cuyas semillas han sido
ampliamente utilizadas en nutricion, con niveles que oscilan entre 17% en las alubias y

42% en la soya [45):

Semilla de leguminosa Nombre cientifico Proteina (%)

Frijoles Phaseolus vulgaris 17-23
Garbanzos Cicer aretinum 17-21
Chicharos Pisum sativum 20-26
Lentejas Lens culinanis 20-28
Habas Vicia faba 26-34
Soya Glycine max 38-42

Cacahuate Arachis hypogaea 25-28
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Las semillas de leguminosas tienen un alto contenido de proteina, pero debe
tenerse ¢n cuenta gue un porcentaje significativo de la proteina cruda esta constituido
por compuestos nitrogenados no proteicos que constituyen la fraccion de nitréogeno no
proteico, que enmascara su verdadero valor nutritivo [46). Este porcentaje varia segun
el tipp de leguminosa y se encuentra constituido principalmente por péptidos,
aminoacidos libres y sustancias nitrogenadas de origen no Proteico, como iones nitrato

(NQOg} y nitrégeno amido (R-CO-NHy).

% Digestibilidad de proteinas.

Las proteinas de los alimentos deben ser digeridas para liberar los aminoacidos y
dipéptidos que son absorbidos por el intestino delgado. La digestibilidad proteinica se
refiere a la cantidad de proteina ingerida que el organismo transforma por el proceso
digestivo en una forma que pueda absorber y podria utilizar para realizar una funcién

bioldgica; es lo que se conoce como biodisponibilidad.

Los aminoacidos presentes en las proteinas de los alimenios no estan siempre
disponibles en su totalidad, debido a que la digestion de la proteina puede ser
ncompleta. Esta digestibilidad proteinica de los alimentos o dietas varia de acuerdo a

las cualidades intrinsecas de este nutrimento, entre las cuales tenemos (44]:

* las diferencias biologicas existentes entre individuos puede afectar su capacidad
para digerir las proteinas y absorber los aminoacidos, por giemplo el estado fisiolégico

del consumidor;
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la presencia de componentes que pueden disminuir parcialmente la digestion, por

¢jernplo los inhibidores de tripsina, acido fitico, polifenoles (taninosj o la fibra dietética;

los cambios fisico-quimicos inducidos por &l procesamiento de los alimentos, por
¢iemplo algunos alimentos refinados o cocidos se digieren mejor que en su forma

natural o cruda,

la estructura nativa de la proteina, por cjemplo la compactabilidad (el tamario y
extension de la superficie) de Ia proteina, puede dificultar enormemente la accion de

las enzimas digestivas y por lo tanto su protedlisis; y

el origen de las proteinas, en general las proteinas de origen vegetal  tienen una
digestibilidad de 60-85%, mientras que las proteinas de origen animal, al igual que los

cereales refinaros tienen digestibilidad de 65%:

Fuente de proteina Digestibilidad verdadera

(%)
Leche, huevo, carne, pescado 95
Harina refinada de trigo 96
Aislado de soya 94
Arroz pulido 88
Harina de soya 86
Trigo entero 86
Harina de avena 86
Productos de maiz 85

Frijoles 69
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La digestibilidad se determina mediante ensayos biologicos con ratas, ya que se ha
establecido que ia digestibilidad de las proteinas es similar en la rata y el humano; los
métodos in vivo se basan en suministrar a los animales experimentales una dieta que
contiene la muestra como tinica fuente de proteinas y se determina la cantidad digerida
de nitrogeno mediante Ia diferencia entre lo tngerido y lo eliminado por heces. Sin
embargo, se han desarollado alternativas in vitre mas rapidas, menos costosas y con
suficiente sensihilidad para determinar la digestibilidad; todos éstos métodos se basan
en digerir la muestra con enzimas proteoliticas en condiciones estandarizadas; difinendo
entreelloselm]memynann*alemdelasenzimasuﬁlizadasylamcdidaﬁnalque

realizan {47].

¢ Composicién de aminoacidos.

La calidad de una proteina alimenticia depende de la naturaleza y cantidades de
amincacidos que contiene; éstas se utilizan mejor cuando contienen aminodacidos
esenciales en cantidades proporcionales a los requenimientos de cada aminoacido. El
aminodcido esencial presente en concentracion mas baja en relacion a los
requerimientos se denomina aminoacido limitante; ésta relacion esta definida cormo

calificacion quirmica (CQ) y queda determinada por la siguiente expresion:

CQ = mg de aminoacido en 1g de proteina de prueba
mg de aminoacido en lg de proteina de referencia
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Las proleinas de otigen amimal generalmente tienen  concentraciones
relativamente altas de todos los aminoacidos esenciales v por lo tanto, una excelente
CQ. Las proteinas de cereales son pobres en lisina y en algunos casos en triptofano y
treonina, mientras que las leguminosas suelen ser deficientes en arninoacidos azufrados

{metionina - cisteina) y en algunos casos también en triptéfano [48):

Origen de la Aminodcido limitante CQ
proteina
CEREALES
Maiz Lisina, triptéfano 49
Arroz Lisina 77
Trigo Lisina 52
LEGUMINOSAS
Frijol Azufrados 55
Soya Azufrados 74
Garbanzo Azufrados, triptofano 63
Haba Azufrados, triptofano 44

Lenteja Azufrados 49
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5.0btenciéon de concentrados de proteina.

La tecnologia alimentaria moderna permite un mejor aprovechamiento de las
proteinas alimentanas de origen vegetal, mediante procedimientos tales como el
aislamiento proteico por métodos quimicos, que permite obtener productos con una
elevada cantidad de proteina, ademas de que logra reducir o elirninar la mayor parte de
los compuestos no deseados, como son los factores toxicos y antinutricionales presentes
en las semillas de leguminosas que disminuyen su valor biolagico y el adecuado

aprovechamiento de este nutriente [49},

Mediante la extraccién de proteina se pueden elaborar concentrados (mas det 60%
de proteina en peso) y aislados (méas del 90% de proteina en peso) de este nutrimento
partiendo de distintas especies de leguminosas. Ya que éstos productos presentan
propiedades nutritivas adecuadas, pueden ser empleados en la elaboracién de
diversos alimentos mejorando la digestibilidad proteica o en la suplementacion con
aminoacidos de los alimentos; y también son usados en numerosos procesos
tecriologicos debido a las propiedades funcionales (son aquellas propiedades
fisicoquimicas que les permiten contribuir a que los alimentos exhiban caracieristicas
deseables) de sus proteinas: propiedades de hidratacion, solubilidad, viscosidad,
formacion de geles, texturizacidn, formacion de pasta o masa, propiedades

emulsificantes, propiedades espumantes, fijacion de aromas, entre otras mas [50).
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El procedimiento que generalmente es empleado para obtener éstos derivados

proteicos partiendo de semillas de leguminosas es el siguiente:

Se comienza con una seleccion, limpieza , secado y molienda de las semillas para tener
una harina, la cual se desengrasa por medio de prensado o mediante agentes quimicos
(disolventes organicos) bajo condiciones térmicas moderadas, para conservar las
propiedades funcionales de la proteina. Al final de éstos pasos se obtiene una harina
enrigquecida con aproximadamente 50% de proteina en peso, estando presentes una

parte de los factores antinutritivos |45].

Sequndo:

Para obtener un producto atin mas rico en proteina, las harinas enriquecidas son
sometidas a una solubilizacion de los componentes no proteicos (hidratos de carbono
solubles y sales minerales) en medio hidroalcohélico que es una mezcla de etanol-agua,
en medio acido {(pH=4-5) o con agua caliente, aprovechando que las proteinas no son
solubles bajo éstas condiciones. El uso de agua acidificada a pH menor del punto
isoeléctrico de las proteinas, minimiza el desplegamiento, la asociacion v la pérdida de
sus propiedades funcionales. Finalmente, el residuo se neutraliza, lava Y seca para
obtener un concentrado de proteina vegetal con un 60 a 75% de proteina en peso

150}.
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Tercero:

Otros productos de las semillas de leguminosas son los aislados proteicos lamados
también purficados o refinados de proteina vegetal), donde las harinas desengrasadas
son sometidas a una solubilizacion de las proteinas en medio alcalino (pH=10-12). La
solucion se filtra y se centrifuga para separar los componentes no proteicos como
polisacandos insolubles, fibra y otros materiales insolubles. Después se realiza una
precipitacion selectiva de la proteina en el extracto acuoso por acidificacion al alcanzar et
pH del punto isoeléctrico de las proteinas, donde se elirminan los carbohidratos solubles
{oligosacanidos) y las sales; obteniéndose un producto purificado con niveles superiores
al 90% de riqueza proteica. Finalmente, el producto obtenido se centrifuga, se lava y es

sometido a un proceso de secado por aspersion y/o liofilizacién [45].

Los aislados proteicos actualmente experimentan un aumento en su consumo,
dado su elevado valor nutritivo, cualidades organolépticas aceptables y a sus mejores
propiedades funcionales para su uso en la industria alimentaria en comparacion con los
concentrades; sin embargo, los aislados son mas caros que los concentrados de
proteina, debido al proceso adicional a la que son sometidos y a los productos quimicos

empleados en su obtencion.
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1v. METODOLOGIA

1. DIAGRAMA GENERAL DE INVESTIGACION.
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2.MATERIAL Y METODOS.

A continuacién se describe cada uno de los bloques del diagrama de trabajo anterior,

en donde se destacan los puntos mas relevantes de cada actividad:

2.1 Limpieza y seleccién de la semilla.

Contando con suficiente cantidad de semilla de cacahuanano recolectada en el tramo
carretero Puerto Marquéz (Gro) ~ Pinotepa Nacional (Oax.), s¢ procedis a separar
manualmente el material extrafo (piedras, semillas o granos extranos, material
vegetativo} y las semillas dafadas fisica, quimica o biclogicamente; en particular
aquellas que muestran desarrollo de hongos {51} El material seleccionado se

homogeneizd para poder tomar muestras representativas que se usaron en los pasos

subsecuentes.

2.2 Determinacion de parimetros fisicos.

Con la finalidad de caracterizar la materia prima y poder compararia con otros lotes
del mismo material bioldgico colectados en zonas distintas de la Republica, se
determinaron los pardmetros fisicos que indicardn si se trata de la misma variedad.
Estos son peso hectolitrico, que se cuantifica midiendo el peso de una muestra
representativa del lote de semilla limpia que ocupa un volumen establecido, el valor se
expresa en kg/hl o g/100ml. [51}; diametro de las semillas, que se realizé con lotes de

30 sernillas cada tno; y el nlinero de semillas en un hectolitro (100L) 0 en 100mL.
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2.3 Caracterizacién bromatologica de la semilla de cacahuanano.

Con una muestra representativa del lote de semillas, se procedic a moler en un
molino LABORATORY MILL mod. 4 y asi obtener el material en forma de una harina
integral (tamaro de particula <lmm de diametro} a la cual se le practico el analisis

proximal y la densidad calérica.

2.3.1 Anidlisis proximal.

Se llevd acabo de acuerdo a los métodos del AOAC [52] con ligeras modificaciones y

oconsta de:

— Humedad {H)

— Proteina cruda (P

~ Grasa cruda (G}

- Fibracruda (B

- Cenizas (C}

- Hidratos de carbono asimilables obtenidos tedricamente por diferencia:
%Hidratos de carbono = 100 - [%H + %P + %G + %F + %C).

2.3.2 Densidad Calérica.

El contenide energético o densidad caldrica de la semilla de cacahuanano, se
determing con la finalidad de ver si es un material con alto contenido calérico, similar a
otros granos de leguminosas; usando una bomba calorimétrica balistica, en la cual hay
una conversion de la energia quirnica en la produccion de energia térrmica, la cual se

detecta por el cambio de temperatura [53].
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Hay que tomar en cuenta que este aparato determina la energia libernda por la
completa oxidacién del alimento, mientras que en el cuerpo humano se pierde parte de
esta energia por la digestibilidad y metabolismo de desaminacion; por lo tanto, la energia
determinada nos da el maximo potencial energético del alimento {calor de combustion)

que Por CONVencion se conoce Como enengia gruesa o bruta.

Enseguida se muestran las formulas que pueden estimar con cierta aproxirmacion
términos energéticos bioldgicos a partir de la energia gruesa (EG) y de la composicion
quirmica del alimento [53);

- TND=CPD + CCHOD +2.25 CEE
- ED=TNDx 1842
- EM=[095-F) BG|- (314 x N)

Donde cada uno de los términos significa:

TND: total de nutrimentos digeribles.

EG: energia gruesa expresada en KJ/g.

ED: energja digerible expresada en KJ/g,

EM: energia metabolizable expresada en KJ/g.

N: nitrogeno expresado como g de nitrégeno / g de alimento.

F fibra cruda expresada como g de fibra / g de alimento.

CPD: contenido de proteina expresado como g de proteina / g de alimento.

CEE: contenido de grasa expresado en g de grasa/ g de alimento.

CCHOD: contenido de carbohidratos expresados como g de carbohidratos / g de
alimento.
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A continuacién se muestra un esquema que resume las actividades de este apartado:
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(a) S¢ usé una bomba calarimétrica balistica Gallenkamp mod. CBB-330-010L.

(b} Se extrajo la fraccidn lipidica utilizando éter de petroieo como disolvente.

(c) Se uso un digestor Tecator mod. ab 20/40 y microdestilador Tecator auto kjeltee No, 1030,
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2.4 Desengrasado de la semilla.

Una vez confirmada la alta concentracion de proteina y grasa de la semilla de
cacahuanano, s¢ fraccioné una cantidad mayor de 1 kg de material biolégico entre
2mm a 3mm de tamafio de particula en un molino LABORATORY MILL mod. 4 para
posteriormente desengrasar la harina en un dispositivo tipo Soxhlet que procesa como
minimo lkg de semillas, utilizando hexano grado QP como disolvente. A la harina
desengrasada se le eliminé en su totalidad el disolvente y se obtiene un material con un

contenido aproximado de 50% de proteina.

2.5 Caracterizaciéon bromatolégica de los preparados.

Fue necesario determinar el contenido de nitrégeno no proteinico de la semilla de
cacahuanano, mediante la determinacion de proteina verdadera; con el fin de conocer el
contenido real de proteina. Si existe un alto nivel de N no proteinico, entonces se

procedera a determinar a que compuesto corresponde.

A la harina desengrasada y concentrado proteinico ademas de determinar el
contenido de nitrdgeno proteico, también se determiné la composicién de aminoacidos,

Ia calificacion quimica, la digestibilidad in vitroy el andlisis proximal.




2.5.1 Nitrogeno proteinico (Proteina verdadera}.

FUNDAMENTO:

La técnica se basa en la solubilizacion del nitrégeno no proteinico y de la proteina
soluble, y la posterior precipitacion de dicha proteina con tungstato de sodio; con el fin
de separar el nitrogeno no proteinico que puede contribuir en la determinacion de
nitrégeno por medio del método de Kjeldahl. Con este método la proteina no soluble
también es tomada en cuenta, ya que en la etapa de filtracion se incluye junto con la
proteina soluble precipitada [54].

MATERIAL Y REACTIVOS:

- Digestor TECATOR mod. ab 20/40.

- Microdestilador TECATOR AUTO KJELTEC No. 1030.

— Agitador magnético THERMOLYNE mod. sp-13025.

- Papel Whatman #50 o #542.

— Tubos de digestién especiales TECATOR.

- HCI2N.

- Ko804 (RA}.

- Solucion de Hx0z al 309%.

— Solucidn precipitante (disolver S g de tungstato de sodio, 1.51 g de NagHPO412H20
en 20 mL de agua destilada; anadir 22 mL de HCl 2N, mezclar y aforar a 50 mL con
agua destilada).

- Mezla digestiva (mezclar por 30 minutos 3 g de CuSOs*5Hz0, 300 mL de HaSOs4
ooncentrado y 100 mL de HaPQa).

— Solucién de acido bérico al 1% con indicadores (disolver 20 g de Acido bérico en 2 L
de agua destilada, agregar 20 ml, de verde bromocresol -100 mg en 100 mL de
metanol- y agregar 14 mL de rojo de metilo -100 mgen 100 mL de metanol),

PROCEDIMIENTO:

* Proceso de precipitacion:

Pesar de 50 a 100 mg de muestra finamente rmolida y desengrasada, extraer con 5 mlL
de agua caliente durante 15 minutos con agtacién magnetica. Agregar 2 mL de
solucion precipitante v dejar reposar 10 minutos, filtrar en papel Whatman #50 o #542
usando 235 ml de agua caliente con ligera succion.
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* Proceso de digestion:
Colocar el papel filtro con el precipitado en el tubo de digestién, mas 0.5 gde K2804, 5
mL de mezcla digestiva, y digerir a 370°C por 15 minutos. Después retirar del digestor y
esperar a que sc enfnie para anadir 3 mL de H20z al 30% y seguir calentando hasta que
digestién se complete.

* Destilacion y titulacion:
Después de la digestion se dejan enfriar los tubos para agregarles 25 mL de agua
destilada, se coloca el tubo en el microdestilador para que la destilacion y la titulacion se

efectien autormaticamente.

Ademas de introducir los tubos conteniendo la muestra, se debe de preparar de igual

manera un blanco; donde se sustituya la muestra por glucosa o sacarosa,

CALCULOS:

% Nitrogeno = {rnl, muestra - mL blanco) x NHCI {meq/mL} x 0.014 (gN/megN} x 100
g muestra

% Proteina Verdadera = % Nitrogeno x 6.25
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2.5.2 Determinacién de aminoicidos.

A los diferentes preparados de la semilla de cacahuanano se les determing la
composicién de aminoécidos. La cuantificacion de los aminoacidos de la proteina en
estudio se realiza previa hidrdlisis acida de la proteina con HCl 6N para obtener los
arminodcidos libres, a 145°C por 4 horas en un digestor TECATOR mod. ab 20/40 y
posterior separacion crematografica en un autoanalizador de aminoacidos TECHNICON
mod. NC-2P [35]. Para tener completo el perfil de aminodcidos indispensables, fue
necesario cuantificar por separado el triptofano, lo cual se realiza mediante una

hidrolisis basica y su posterior cuantificacién espectrofotométrica .

FUNDAMENTO:

Primero se hidrolizan todos los enlaces peptidicos para liberar los aminoacidos
individuales, el hidrolizado se carga en una columna de resina de intercambio iGnico. La
fuerza con que los distintos aminoacidos se fijan a la resina depende de si poseen carga
positiva o negativa, lo que esta dado por el pH de la solucion (se ajusta a un pH de 6.8 +
0.2). Una vez fijados los aminoacidos a la resina, se pasan por la columna
amortiguadores de pH creciente; la solucion que sale de la columna se analiza para
determinar los amincacidos que contiene y su cantidad a través de una reaccion
colorimétrica con ninhidrina,

El resultado es una carta {aminograma) donde el area que aparece debajo de cada pico
es proporcional a la cantidad de cada aminoacido que habia en la proteina original.
Previamente se corre un estandar de aminoacidos, para de este aminograma poder
obtener el area de cada uno de los amino4cidos; ademas se inyecta una cantidad

constante y conocida de norleucina que se usa como estandar intemno.
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CALCULOS:
A continuacion se tienen los caleulos para expresar el contenido de aminocacidos en mg

del amincacido / g de nitrégeno en la muestra:

Aaa = Baa x haa

mg aa/g N = (Aaa x ENaa x uM x PMaa x A)
ANm x a x mgNm

-~

Donde cada uno de los términos significa:
Aaa = Area del aminoacido en el aminograma de la muestra
Baa = Base de la mitad del pico
haa = Altura del pico desde la linea base

ENaa = Equivalentes de norleucina del aminoacido correspondiente

uM =Micromoles del aminoacido en el estandar

PMaa = Peso molecular del aminoacido

A = Aforo al que se llevé el hidrolizade en mlL

ANm = Area de norleucina en el aminograma de la muestra
a = Alicuota inyectada en mL

mgNm =Miligramos de nitrégeno de la muestra hidrolizada
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2.5.3 Determinacién de triptofano.

FUNDAMENTO:

El nptofano es el tinico amincacido que no se puede leer conjuntamente en un
autcanalizador de aminoécidos, ya que la hidrolisis acida destruye éste aminoécido; por
lo que se recurre a una hidrdlisis alcalina [56] con LIOH 4N a una temperatura de a
145°C en un digestor TECATOR mod. ab 20/40. El hidrolizado ajustado a un pHde 68
10.2, selleva a un volumen final de 25 mL y se cuantifica el aminoacido por medio de
una técnica colorimétrica en donde se aprovecha que ¢l anillo de indal de los residuos de

triptofano dan un compuesto colorido con p-dimetilamino benzaldehido {57).

MATERIAL Y REACTIVOS:

- Espectrofotometro SEQUOIA-TURNER mod. 340.

~ Vortex LAB-LINE mod. 1192.

— HCl concentrado.

- Solucitn estandar de triptofano 0.05 mg/ml.

-~ Solucién de p-dimetilamino benzaldehido al 0.5% en HCl concentrado {DMARB).
— Nitrito de sodio al 0.2%.

PROCEDIMIENTO:

* Se toman 3 alicuotas de 2 mlL cada una del hidrolizado y a uno de los tubos se le
adiciona 7.5 mL de HCl concentrado (blanco de la muestra), en tanto que a los otros dos
se les agregan 7.5 mL de DMAB, se agitan y se dgjan 15 minutos en reposo en la
oscuridad.

* Despugs de ¢ste tiempo a los tres tubos se le pone 0.5 mi de nitrito de sodio, se agitan
¥ se dejan otros 15 minutos en reposo; leer a 590 nm contra el blanco.

CALCULOS:
* Hacer una curva estandar de O a 100 pg tomando 0.0, 0.4, 0.8, 1 2, 1.6 y20mLdela

solucidn estandar; aforar los tubos con agua destilada a 2 mL y adicionar 7.5 mL de
DMAR, agitar y dejar 15 minutos en la oscuridad.
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* Después agregar 0.5 mL de nitrito de sodio, agitar y dejar nuevamente 15 minutos en
reposo; leer a 590 nm contra el blanco.,

* Reportar en g triptofano/ 100 g N (16 g N), tomando en cuenta el aforo y la diluciéon
usada, asi como ¢l % de proteina en la muestra,

2.5.4 Calificacién quimica.

FUNDAMENTO:

Se basa en sefialar la cantidad del aminoacido indispensable que esta en mayor
deficiencia en la proteina estudiada, al compararia con el nivel presente en una proteina
de referencia; en este caso, se toma como referencia las necesidades de aminoéacidos
sugeridas por la FAO. El aminoécido que se encuentra en menor cantidad con respectn
al estandar, es el aminoacido limitante, puesto que determina Ia utilidad de la proteina
[S8].

PROCEDIMIENTO:
* La calificacion quimica para cada aminoacido se calcula mediante la siguiente relacion.

El % de aminoacidos se expresa como g de a.a./100 g de proteina.

CQ = %a.a. problema x 100
% a.a. estandar
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2.5.5 Digestibilidad in vitro.

FUNDAMENTO:

La evaluacion de la calidad proteica de los alimentos se puede realizar a partir de la
digestibilidad de las mismas, que constituye la proporcién de aminoécidos que son
factibles de ser liberados. El método se basa en digerir la muestra con enzimas
proteoliticas en condiciones estandarizadas y la posterior medicién del cambio de pH
para determinar la digestbilidad [52).

MATERIAL Y REACTIVOQS:

— Frasoos de digestibilidad.

- Parrilla de calentamiento y agitacién multiple THERMOLYNE mod. SP-13025.

— Bano de temperatura controlada GRANT mod. LR-22493.

— Bano de calentamiento y recirculacion VWR Scientific Products mod. 1112,

- Sohucion A:  disolver 227040 BAEE unidades de tripsina (tipo IX), 1860 BAEE
unidades de o-quimotripsina (tipo ) y 0.520 L-leucina p-naftilamida unidades de
peptidasa porcina intestinal en 10 mL de agua destlada.

— Solucion B: disolver 65 caseina unidades de proteasa bacterial en 10 mlL de agua
destilada.

— HCIO.IN.

- NaOHO.1N.

PROCEDIMIENTO:

* Se parte de una cantidad de muestra que contenga 10 mgde Na la cual se le adiciona
10 mL de agua destilada y se mantiene en agjtacion durante 1 hora a una termperatura
de 37°C.

* A continuacién se ajusta el pH a 8.0+ 0.03 con HCl o NaOH 0. 1N, seg(in sea el caso.

* Inmediatamente se adiciona 1 mL de la sohucion A que debe estar a 37°C v se deja 10
rminutos exactos con agitacion a 370C,

* Transcurnido el tempo se afnade 1 mL de la solucion B que debe estar a 37°C y se deja

9 minutos exactos con agitacion a 55°C.
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* Pasado el tempo se coloca la muestra en un bano a 37°C durante 1 minuto ¢
inmediatamente se mide el valor de pH (medir pH exactamente a los 20 minutos
después de haber adicionado la solucion A).

CALCULOS:
* El porciento de digestibilidad se obtiene al sustituir el valor de pH obtenido en la
siguiente formula.

% Digestibilidad = 234.84 - 22.56 (pH)

2.6 Determinacién de factores téxicos y antinutricionales.

S¢ determinaron los posibles factores toxicos y antinutricionales naturales que se
presentan con cierta frecuencia en las semillas de leguminosas y que  pudiera contener
€l material biolégjco {semilla), en particular los siguientes: canavanina, taninos, nitratos,
lectinas, inhibidores de tripsina y fitatos. Esta fase del trabajo también se aplicara al
preparado purificado, en particular el aminocacido canavanina, para confirmar el

adecuado proceso de destoxificacion.

2.6.1 Camnavanina.

FUNDAMENTO:

La metodologia empleada es la propuesta por Fearon y Bell [59] con ligeras
modificaciones [60], Ia cual se basa en que los compuestos que tienen el grupo
"guanidoxi” como la canavanina, reaccionan con el reactivo especifico de
pentaciancaminoferrato, produciendo un color rojo-magenta al trabajar en un rango
bien definido de pH {6.5-7.0). La coloracion obtenida se lee en un espectrofolometro a

una longitud de onda de 550 nm.
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MATERIAL ¥ REACTIVOS:

— Parrilla de calentamiento y agitacion multiple THERMOLYNE mod. SP-13025.
— Potencidmetro CORNING mod. 430.

~ Bano de temperatura controlada GRANT mod. LR-22493.
- Espectrofotdmetro SEQUOIA-TURNER mod. 340.

- Agitador mecanico tipo Vortex LAB-LINE mod. 1192,

— Papel Whatman # 4 o equivalente.

- HCIO.IN.

- NaOH IN.

- Sal sulfatada de canavanina (SIGMA C-9758).

— Soluci6n estandar de canavanina {100ug/mL).

- Amortiguador de fosfatos pH 7.0.

— NaOH 5N,

- Pentacianoaminoferrato al 1% (PCAF).

PROCEDIMIENTO:

* A 100-150 mg de muestra finamente molida y desengrasada, se le agregan 20 ml de
HCl 0.1N para realizar la extraccion durante toda una noche con agitacion de 200
I.p.m.

* Al dia siguiente filtrar el extracto sobre papel filtro doble (Whatman # 4 o equivalente)
con ayuda de vacio, y ajustar el filtrado cerca de la neutralidad con NaOH 1N {rango de
6.5-7.0).

* En caso de que se forme un precipitado o se enturbie la solucion, conviene filrar
nuevamente y el filrado ajustado es llevado a un volumen de 25 mL.

* Tomar de ésta sohucion 3 alicuotas de 0.5ml ¢/u, a las cuales se le adicionan 9.1 mL
de buffer pH 7.0 y 0.4 mL de PCAF; se llevani a un bano de 30°C por espacio de 25

MINUos.
*

Después de dicho Hempo se procede a leer la coloracion obtenida en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm.

CALCULOS:

* Para la realizacion de los calculos es necesario correr una curva estandar que tenga

una concentracion de 0 a 300 g de canavanina, como la siguiente;
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Concentracién Solucién | Amortiguador pH 7.0 | PCAF
de canavanina estindar de {mk) {mL)
(ng) canavanina (mL})
blanco
20 0.2 9.4 0-4 ! Incubacion | Lectura a
50 0.5 9.1 0.4 300C 550nm
100 1.0 8.6 0.4 25 min,
150 1.5 8.1 0.4
200 2.0 7.6 0.4
300 30 6.6 0.4

+ Mezclar perfectamente el contenido de los tubos después de cada adicién.

* Mediante la ecuacion de la linea recta obtenida con los datos de la curva patrén,

determinar el contenido de canavanina y reportar corno % de canavanina.

2.6.2 Taninos.

FUNDAMENTO:

Adaptacién del Método ISO 9648 de 1998 basado en la reduccion del ion férrico debido
a los polifenoles y la formacion de un complejo colorido en condiciones alcalinas. Se
realiza una extraccion de los taninos presentes en la muestra con dimetilformarmida y
agjitacién, para después centrifugar y adicionar citrato férrico amoniacal y amoniaco a
una alicuota de sobrenadante para desarrollar color y leer absorbancia de la solucion
obtenida a 525 nm [13].

MATERIAL Y REACTIVOS:

—~  Centrifuga CLAY-ADAMS, Dynac ™.

~ Tubos para centrifuga de 50 ml. con tapon.

- Agitador mecanico tipo Vortex LAB-LINE mod. 1192.

- Banio de temperatura controlada GRANT mod. LR-22493,
- Especoofotometro SEQUOIA-TURNER mod. 340,




- Solucién estindar de acido tanico (0.2g de acido tanico en 100 mL de agua
desionizada).

— Amoniaco {0232 g de hidrdxido de amonio aforados en 100 ml de agua
desionizada).

- Dimetilforrnamida al 75% v/v {DMF).

- Citrato férrico de amonio (prepara 24 horas antes de usarse 0.35 g de citrato férrico
de amonio aforados en 100 mL de agua desionizada).

PROCEDIMIENTO:

* Pesar de 0.3 a 1 g de muestra finamente molida y desengrasada y extraer con 20 mL
de DMF con agitacidn magnética por 1 hora.

* Transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 25 mL, enjuagando con 3
mL de la solucion de DMF y llevar a la marca de aforo con este reactivo.

* Transferir al tubo de centrifuga v se procede a una centrifugacién por 10 minutos a
2700 rpm. y luego se decanta el sobrenadante que debe homogenizarse.

* Tomar tres alicuotas del extracto y trabajarlos de la siguiente manera:

Tube | Extructo | Agua { Citrato férrico | Amoniaco
{mL) {(ml) | amoniacal (ml} | (ml)

1 1 6 1 4] Incubacion | Lectura a
blanco 302 1°C | 525nm

2 ! 5 i ! 10 ¢ 1 min.

3 1 5 1 1

t Mezclar perfectamente el contenido de los tubos después de cada adicién.

CALCULOS:

* Para la realizacién de los calculos es necesario correr una curva esténdar que tenga
una concentracion de 80 a 560 pg de acido tanico; para lo cual se preparan 7 mairaces
volumeétricos de 25 mL y seafiade 1, 2, 3,4, 5,6 y 7 mL respectivamente de la solucion
estandar de acido tanico, levando a la marca de aforo con DMF: obteniéndose una
escalade 2,4,6,8, 10, 12y 14 mg de acido tanico.

* Después se prepara la curva estandar que tenga una concentracion de O a 560 ng de

acido tanico como la siguiente:
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Tubo Solucién de dcido | Agua Citrato | Amoniaco
tinico de 2-14my | (ml) férrico {(mL}
{mL) amoniacal
(mL}
0 (1) 5 1 !
blanco
t ! S 1 1 Incubacion Lectura a
2 ! S ! ! 30+ 1C | 525nm
3 ! 5 ! ! 10 1 min,
4 1 5 1 1
5 ) > L 1
6 i 5 1 1
7 1 5 1 1

{}) En vez de solucién de acido tanico se agrega ImL de DMF al 75%.
¥ Mezclar perfectamente el contenido de los tubos después de cada adicion.

* Mediante la ecuacién de la linea recta obtenida con los datos de la curva patron,
determinar el contenido de taninos y reportar como % de acido tanico,

2.6.3 Nitratos,

FUNDAMENTO:

Meétodo de Cataldo y col. donde se realiza una extraccién con agua de nitratos en tejidos
vegetales, posterior centrifugacién y desarrollo de color en sobrenadante {formacion de
un complejo) por nitracién de acido salicilico, que tiene su maximo de absorcion a 410
nm en solucién alcalina. La absorbancia del cromoforo es directamente proporcional a
la cantidad de nitratos presente [61].

MATERIAL Y REACTIVOS:

- Centrifuga CLAY-ADAMS mod. Dynac™,

— Tubos de centrifuga con capacidad de 50 mL con tapas herméticas.
~  Agitador mecanico tipo Vortex LAB-LINE mod. 1192.

- Bafio regulador de temperatura GRANT mod. LR 22493,
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~ Espectrofotometro SEQUOIA-TURNER mod. 340.

—  Papel Whatman # 542.

— Mortero con pistilo.

~  Solucién patron de nitrato (nitrato de potasio RA ) de 10 mg/mL.
- Solucién de acido salicilico (R.A) al 5% m/v en HS04 concentrado.
— NaQH 2M.

— Carbdn activado RA. {usar en muestras cuyo extracto esté muy pigmentado).

PROCEDIMIENTO:

* La determninacion se hace por triplicado.

* Pesar de 0.1 a 0.5 g de muestra finamente molida y desengrasada para triturarla en
un mortero con 25 ml de agua destilada y 0.45 g aproximadamente de carbon
activado, hasta obtener una papilla homogénea.

* Transferir cuantitativamente a un tubo de centrifuga enjuagando con agua destilada
para llegar a un volumen final de 30 mL y centrifugar 1 hora a 2700-3000 r.p.m.

* Decantar el sobrenadante y filrarlo con ayuda de vacio sobre papel Whatman #542.

* Se homogeneiz el extracto de la muestra y se trabaja de la siguiente forma:

Tubo | Extracto |  Solucidén de Solcidon de
' (L) | Acido salicilico NaOH
: {mL) (mL)
1 100 i) 95
blanco Incubacion Incubacién | Lectura a
2 100 0.4 30°C 9.5 30c 410 nm
3 100 0.4 20+ | min, 9.5 15 + 1 min.
4 100 0.4 95

(#) En vez de solucion de acido salicilico se agrega 0.4 mL de H2S04 concentrado.
1 Mezclar perfectamente (por 15 segurilos) el contenido de los tubos después de cada adicién.
CALCULOS:
* Se realiza una curva patron con escala de concentraciones de 6-60 pg de nitrato.

* En un tubo de cenirifuga adicionar 3 mL de la sohucién patron de nitrato de 10
mg/ml, 0.45 g aproximadamente de carbon activado y 27 mL de agua destilada.
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* Homogeneizar y centrifugar 1 hora a 2700-3000 r.p.m.
* Se decanta el sobrenadante y se filtra con papel Whatman doble del # 542 con ayuda
de vacio y s¢ homogeneiza. Asi se obtiene una solucién de nitrato de concentracion |

mg/mi.
* Se procede a trabajar la curva patron con el filtrado como sigue:

Tubo | Solucién patrén | Agua | Soluclén de Sohucion
denitrate | () | Acido de NaOH
1 mg/ml salicilico {mL}
(L) {ml)
1 0 100 0.4 9.5
blanco
2 6 94 0.4 mcubacion | 2° | Incubacién | Lecturaa
3 10 90 0.4 300C 9.3 30°C 410 nm
4 30 70 0.4 20 + 1 min. 9.5 15+ 1 min.
5 40 60 0.4 9.5
6 60 40 0.4 9.5

t Mezclar perfectamente (por 15 segqundos]) el contenido de los tubos después de cada adicion.

* Mediante la ecuacién de la linea recta obtenida con los datos de la curva patron,
determinar el contenido de nitratos y reportar como % de nitratos.

2.6.4 Acido fitico.

FUNDAMENTO:

La metodologia empleada es 1 propuesta por Haug y Lantzsch, la cual se basa en la
determinacion colorimétrica indirecta del fosforo del fitato presente en la muestra. El
extracto de la muestra es calentado con una solucién acidificada de concentracion
conocida de Fe () en exceso, el cual forma un complejo con el fitato. Se cuantifica el
Fe(ll} residual que €l acido fitico no alcanza a complejar mediante una reaccién colorida

con la 2,2-bipindina , facilmente medible espectrofotométricamente [62).
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MATERIAL Y REACTIVOS:

— Pamilla de calentamiento y agitacion multiple THERMOLYNE mod. SP-13025.

- Centrifuga CLAY-ADAMS, Dynac ™,

- Tubos para centrifuga con tapon.

- Vortex LAB-LINE mod. 1192,

- Espectolotometro SEQUOIA-TURNER mod. 340.

- HCI0.2N.

- Sulfato férrico de amonior 1 2H0.

- Acido toglicolico.

— Fitato de sodio.

- Solucion férrica (pesar 0.2 g de sulfato férrico de amonios 1 2H20), disolver en 100 mL
de HC10.2Ny aforar a 1 L con agua desionizada).

— Solucién de 2,2-bipiridina (pesar 1 g de 2,2-bipiridina, medir 1 mL de acido
tioglcalico y aforar a 100 mL con agua desionizada).

- Solucién estandar de fitatos 1.5 mg/mL (se utiliza la sal sédica del acido fitico la cual
tiene una pureza det 94% y una humedad del 8.3%; por lo que hay que pesar
0.1714 g de fitato de sodio y aforar a 100 mL con agua desionizada),

PROCEDIMIENTO:

* Se pesan de 0.04-0.12 g de muestra finamente molida y desengrasada, y se le
adicionan 20 mL de HCI 0.2N, para someter a una agitacién mecanica a temperatura
ambiente durante 20 minutos.

* Una vez transcurrido el tiempo, el extracto se centrifuga a 12000 r.p.m. durante 15
minutos a temperatura ambiente y se colecta el sobrenadante.

* Obtenido el extracto de Ia muestra, se toma una alicuota de 1 mL que sc ooloca en un
tubo de ensayo, se adiciona 1 mL de solucion férrica ¥ se tapa con una canica.

* A partir de este paso para la corrida del blanco v de los estandares, se toma 1 mL de
agua (para el blanco), o de ¢/u de los estandares (3-30 pg P/ml. ) y se sigue con el
analisis desde el punto anterior.

* Los tubos se ponen en un bario de agua a ebullicion por 30 minutos cuidando que ¢l
agua cubra totalmerte el nivel del liquido dentro de los twbos.

* Transcurridos ios 30 minutos hay que esperar que los tubos se enfrien. Una vez que
han alcanzado la temperatura ambiente, se les agregan 2 mL de solucion de 2,2

bipiridina v se mezcla perfectamente el contenido.
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* Se mide la absorbancia a 519 nm a los 30 segundos exactos después de haber
agregado la 2,2-bipiridina a cada tubo.

* Se utiliza una celda con agua desionizada para calibrar el espectrofotometro en cero y
después se lee la absorbancia del blanco, la de las muestras problema y los estandares.
Cada una de éstas se le resta por separado al blanco para asi obtener la absorbancia
corregida respectiva.

CALCULOS:

* Las sohuciones de la curva patron se preparan diluyendo la solucion de referencia de
fitato con HC10.2N en un rango de 3-30 pg de fosforo fiico/mL.

* El fitato de sodio y/o acido fitico contienen 6 atomos de fosforo {peso molecutar = 30.97
g/mol), por lo que 6 x 30.97 = 185.82 g de P/mol. El peso molecular del acido fitico s
de 660 g/mol y el peso molecular del fitato de sodio es de 923.8 g/mol.

* La solucién patrén contiene 1.5 mg de fitato/mL, o sea:

1500 ng fitato de sodio x 185.82 ug P = 301.72 pg P/mL
mL 823.8 pg fitato de sodio
Tubo mL de solucién estindar| Aforara Concentracidn final

{301.72 g P/mL) (mL} pg P/mL

1 1 100 3.0172

2 2 100 6.0344

3 4 100 12.0688

4 5] 100 18.1032

5 8 100 24.1376

6 10 100 30.1720

* Realzar la curva patron, regresion lineal, interpolar los datos y obtener la

concentracion del analito presente en ks muestra como % de acido fitico.
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2.6.5 Inhibidores de tripsina.

FUNDAMENTO:

La técnica es la utilizada por Kakade y col. que se basa en observar la inhibicion
preducida por un extracto acuese de la muestra sobre una solucion estandar de
tripsina. Y después se determina la actividad proteolitica remanente por medio de un
sustrato sintético (BAPNA), el cual produce una coloracion debida ala produccion de p-
nitroanilina que se lee en el espectrofotémetro a 410 nm. Dicha coloracion es
nversamente proporcional al contenido de inhibidores de la muestra [63].

MATERIAL Y REACTIVOS:

~  Potencidmetro CORNING mod. 430.

- Parrilla de calentamiento y agitacién miltiple THERMOLYNE rmiod. SP-13025.

- Agitador mecanico tipo Vortex LAB-LINE miod. 1192.

— Bano regulador de temperatura GRANT mod. LR 22493,

- Espectrofotometro SEQUOIA-TURNER mod. 340,

- Papel filtro Whatman #1.

— NaOH 0.0IN.

- HCI0.001N.

~  Hidroximetil-amino-metano (TRIS).

- Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida-HCl {BAFNA).

- Solucion amortiguadora ¢ TRIS pH 8.2 / 0.05M (6.05 g de TRIS y 2.94 g de
CaCle2H20 se disuelven en 900 mL de agua destilada, se ajusta el pH a 82 y se
aforaa 1 L),

—  Solucion BAPNA preparada el mismo dia (100 mg de BAPNA se disuelven en 2.5 mL
de dimetil-sulféxido y se diluye a 250 mL con amortiguador TRIS previamente
calentado a 37:C).

— Solucion estandar de tripsina 20 pg/mL {pesar con mucha exactitud 4 mg de
tripsina bovina SIGMA # T-8253 y se disuelven en 200 mL de HC1 0.001N).

—  Acido acético al 30%.

PROCEDIMIENTO:
a) Preparacion del extracto.

* Se pesa 1 g de muestra finamente molida y desengrasada v se le adiciona 45 mL de

NaOH 0.01N, se ajusta el pH de ésta suspension a 9.6 + 0.2 v se afora a 50 mL.
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* A continuacion se procede a agitar la suspension mecinicamente por espacio de 2%
horas a 300 rp.m.

* Después de dicho tiempo se deja % hora en reposo, y por simple decantacién se
obtiene el sobrenadante eliminando el residuo insoluble.

* El sobrenadante debe ser diluido hasta el punto de que 1 mL produzca una inhibicion
de 40-60% (esto es indispensable para reducir la desviacion estandar relativa),

b} Determinacion de la actividad.
* A continuacién se muestra una tabla que muestra la serie de tubos que se deben
preparar para poder determinar la actividad inhibitoria de la muestra.

Clave ML mi mL Std. Acido mL Acido
Extracto | Agua | Tripsina | acético BAPNA acético
arc 30% a 37C 30%
Bl 1.8 0.2 2.0 1 mL 5 -
1 1.8 0.2 2.0 . 5 1 mL
B2 1.4 0.6 2.0 1 mL 5 .
2 1.4 0.6 2.0 - Bafioa 5 Bafioa | 1 mL
37C 37°C
B3 1.0 1.0 2.0 1 mlL 5 -
3 1.0 1.0 2.0 - S min. 5 10 min. {7
Exactos Exactos
B4 0.6 1.4 2.0 1 mL 5 -
4 0.6 1.4 2.0 -- 5 1 mL
BR 0 2.0 2,0 1 mL 3 --
R 0 2.0 2.0 - 5 1 mL

¥ Mezclar perfectamente el contenide de los tubos después de cada adicion.

* La reaccion enzimatica se detiene por la adicion del 4cido acético al 30%; €l cual debe
homogenizarse inmediatamente. Cuando por la adicion del acido acético al tubo de
reaccion se enturbie o forme un precipitado, es necesario filtrar el contenido a través de

papel filiro Whatran #1 y cerciorarse que el filtrado sea transparente.
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* La lectura en el espectrofotometro se realiza a 410 nm y es necesario para cada una de
las alicuotas del extracto, primeramente ajustar el aparato a cero de absorbancia con su
respectivo blanco.

CALCULOS:

* La lectura de absorbancia (A) se pasa directamente a unidades de tripsina, U.T, = A x
100.

* Tendremos entonces una serie de valores de U.T,, Ios cuales al restarles el dato de
referencia (tubo con 0.0 mL de extracto), obtendremos los respectivos valores de
unidades de tripsina inhibidas (U.T.L) y por consiguiente se puede calcular el valor de
U.T.L/mL de cada una de las alicuotas.

* Si se traza en una grafica la actividad enzimatica inhibitoria (UTI1./ml) contra el
volumen del extracto y se ohserva una correlacién lineal negativa, donde el valor
extrapolado es el valor mas cercano a la actividad inhibitoria real.

* Reportar las unidades de inhibicion con respecto a 1 mg de muestra (UTL/mg
muestra).

2.6.6 Lectinas.

FUNDAMENTO:

La deteccion se basa en el poder aglutinante que tienen ciertas glicoproteinas hacia
eritrocitos sensibilizados provenientes de hamster mediante una proteasa; ya que los
globulos rojos de ésta especie reconocen mejor a las lectinas (son mas sensibles), Se
emplea la técnica de microtitulacién basada en una serie de diluciones donde el punto

final de aglutinacion se determina mediante una estimacion visual [64).

MATERIAL Y REACTIVOS:

— Parrilla de calentamiento y agitacion midtiple THERMOLYNE mod. SP-13025.
- Centrifuga CLAY-ADAMS, Dynac ™,

- Tubos de centrifuga de 15 ml graduados PYREX.

- Incubadora BLUE-M.

53



- Espectrofotometro COLEMAN mod. Junior [A.

- Adaptador para celdas de 10x75 rmun con abertura de 1 ecm?,
- Filtro de vidrio de poro grueso.

-  Microtinulador de 50 mL MICROTITER KIT.

— Pipeta de gota de 50 mL DYNATECH.

— Placas para aglutinacion tipo V.

— Pipeta automatica de 12 canales LABSYSTEMS.

— Solucién salina 1%.

- Solucidn salina 0.9%.

- Tubos capilares con solucion anticoagulante de heparina.

- Solucion anticoagulante (heparina).

~ Sangre de hamster sensibilizada,

— Pronasa de S. gnsens SIGMA P-5005 al 0.2% en solucién salina.
— Trpsina de pancreas porcino SIGMA T-8128.

PROCEDIMIENTO:

a) Preparacién del extracto de la muestra.

* Se pesa | g de muestra finamente molida v desengrasada en 10 ml de solucion salina
al 1% y se extrae con agjtacion magnética durante 2 horas a 300 r.p.m. a temperatura
ambiente.

* Después se centrifuga el extracto a 1400 r.p.m. durante 15 minutos para efiminar el
residuo insoluble y se filtra el sobrenadante a través de un filtro de vidrio de poro grueso.
* 51 es necesario se lava el residuo con solucion salina al 1% y se afora el filtrado a 10

il con la misma solucion salina.

b) Preparacion de la sangre.

* Una vez sangrado los hamster, se coloca la sangre en un matraz pequeio que
contenga la solucion anticoagulante y se homogeneiza suavemente.

* Se trasvasa la sangre con anticoagulante a los tubos de centrifuga, se lava y se
centrifuga 3 veces con solucion salina al 0.9%, a 1500 r.p.m. durante 10 minutos. La
relacion sangre-solucién salina es de 1:5 aproximadamente.

* Después del ultimo lavado, el sobrenadante debe ser incoloro para poder medir en el
tubo de centrifuga 1a cantidad del paquete de eritrocitos que se diluyen al 4%. Para esto,
se agregan 24 mL de la solucién salina por cada I mL de globulos rojos.
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¢} Sensibilizacion de los globulos rojos.

* Por cada 10 mL de suspension de glébulos rojos at 4%, se agrega 1 mL de solucion de
proteasa y se incubaa 37 C/1 h.

* Centrifugar para eliminar completamente la enzima sobrenadante y hacer 3 lavados
con solucion salina al 0.9% centrifugando a 1500 r.p.m. durante 10 minutos.

* Después del ultimo lavado, se resuspende el paquete de eritrocitos para diluirios al 5%.
Para esto, por cada 1 mL de paquete de eritrocitos sensibilizados, se agregan 19 mL de
la solucion salina.

* Cuando se observa que la sangre tiene algunos coagulos, es necesario filtrar a través
de gasa en un embudo de tallo corto.

d} Ajuste de la suspension de eritrocitos.

* Se toma 1 mL de la suspensién de globulos rojos sensibilizados y se mezcla con 4 mL
de solucion salina al 0.9%. Se ajusta el espectrofotémetro a 100% de transmitancia
usando solucién salina como blanco y se lee a 620 nm.

* La suspension debe diluirse hasta que la lectura sea de 25%t1 de transmitancia. Al
final, 1a suspensién debe quedar al 4% y dar una lectura de transmitancia en el
espectrofotometro a 620 nm.

€) Preparacion de las placas.

* Usando una pipeta autornatica de 12 canales, se depositan 50mL de sohucion salina al
0.9% en cada pozo de las placas tipo V del microtiter.

* Con un microtitulador se toman 50 L del extracto de la muestra y se coloca en el
primer pozo. El microtitulador se gira y se saca del pozo, para introducirlo en cl sigutente
de tal forma que se van llevando a cabo las diluciones del extracto.

* Con el pipeteador de gota se adicionan 50 uL (1 gota) de eritrocitos sensibilizados en
¢/ pozo de las diluciones. Se rota la placa en forma circulary seincubaa 37°C/ 1 h.
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LECTURA:

* Transcurrido el tiempo se coloca la placa (sin agitarla) en el dispositive de lectura. Se
observa a través del espejo €l fondo de los pozos de cada hilera de prucba.

* Se considera positivo aquel pozo que presente una turbidez de eritrocitos en todo el
pozo (aglutinacién). Se considera negativo agquel pozo donde se observe sedimentacion
de ernitrocitos en el centro.

* Se reporta la maxima dilucion donde se presenta aglutinacion (titulo).

2.7 Destoxificacion del material.

Después de obtener Ia harina desengrasada se procedic a destoxificar et material a
probar tratando de obtener un purificado proteico, también llamade concentrado de
proteina. Para logrario, se utilizan las propiedades de solubilidad de las proteinas que
componen al material en funcion del pH, primero solubilizando ésta fraccion y despueés

haciendo una precipitacion selectiva [45).

2.7.1 Curva de solubilidad de la fraccién proteinica.

FUNDAMENTO:

Una proteina con valores de pH superiores o inferiores a su ptinto isoeléctrico, tiene una
carga negativa 0 positiva, y las moléculas de agua interaccionan con éstas carpas
contribuyendo a su solubilizacién. Si se representan en funcion del pH las variaciones
de la solubilidad de la proteina, se obtiene una curva en la que el punto minimo

corresponde al punte isoeléctrico (Pi).

MATERIAL Y REACTIVOS:

-~ Bomba de agua.
— Frascos de vidrio para digestibilidad.
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- Potenciometro CORNING mod. 430.

— Parrilia de calentamniento y agitacion multiple THERMOLYNE mod. SP-13025.
— NaClO0.2N,

- NaQH 2N.

— HCI2N.

PROCEDIMIENTO:

* Se pesa 1 g de harina y se coloca en un frasco de digestibilidad para agregarle 20 mL
de NaCl0.2N a OeC.

* Se ajusta el pH adicionando NaOH 2N o HCI 2N hasta los pH deseados, que en este
caso fueron: 3,4, 5,7, 9, 10, 11 y 13; los cuales se mantienen en agitacion constante
durante 30 minutos a °C.

* Después de transcurrido el tiempo, se deja reposar de 30-60 mirutos para poder
tomar alicuotas de 20-30 pL del sobrenadante (segiin la cantidad de proteina esperada)
¥ se determina el % de proteina soluble en cada muestra por el método de Lowry.

* Se traza la gréfica de % de proteina sohuble vs pH para poder localizar el pH de
maxima y minima solubilidad (punto isoeléctrico).

2.7.2 Seleccidén del medio de filtracion adecuado.

FUNDAMENTO:
Una vez solubilizada la fraccion proteinica mas abundante es necesario filtrar la
solucion para eliminar la mayor cantidad de polisacaridos e imprarezas, pero sin retener

gran cantidad de la proteina.

MATERIAL Y REACTIVOS:

- Papel Whatman #341,

~ Papel filtro poro grueso.

— Tela pellon.

- Embudos buchner de Bliracion.
- Matraces kitasato.

- NaCl0.2N.
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PROCEDIMIENTO:

* Se pesa | g de harina y se coloca en un frasco de digestibilidad para agregarie 20 mL
de NaCl0.2N a (C.

* Se ajusta el pH al cual se obtuvo un mayor % de proteina soluble v se mantienen en
agjtacion constante durante 30 minutos a CeC.

* Después de transcurrido el tiempo, se toman 3 alicuotas del sobrenadante de $ mL
¢/u, y se filiran con ayuda de vacio en papel Whatman #541, papel filio grueso y tela
pellon respectivamente.,

* De cada filtrado se toman alicuotas de 10-20 pL cada una por triplicado (segiin la
cantidad de proteina esperada) y se les determina el % de proteina soltible por el método
de Lowry.,

* Por otro lado, los medios de filtracién con los sdlidos totales se secan ¥ se pesan, para
determinar la cantidad de salidos retenidos.

* Finalmente el medio de filtracion mas adecuado es aquel que retenga la mayor
cantidad de impurezas y permita el paso de la mayor cantidad de proteina posible.

2.7.3 Determinacién de proteina soluble por el método de Lowry.

FUNDAMENTO:

Se basa en la reaccion del fosfomolibdato en solucién alcalina, con los residuos de tirosil
de las proteinas; se utiliza Cu?* para incrementar la sensibilidad de la reaccion. El color
azul que sc forma es bastante estable y tiene un maximo de absorbancia a 630 nm B3]

MATERIAL Y REACTIVOS:

- Agitador mecanico tipo Vortex LAB-LINE mod. 1192

- Barnio regulador de temperatura GRANT mod. LR 22493,
—  Especoofotometro SEQUOIA-TURNER mod. 340.

- Reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma cat. 2790).

~ NaOH IN.
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—  Solucion estandar de albtmina bovina 360 pg/mL (Sigma cat. 3425).

= Solucion I: disolver 2 g de tartrato de sodio y potasio, 100 g de carbonato de sodio en

500 mL de NaOH 1INy aforara 1 L con agua destilada.

= Solucton [I: disolver 2 g de tartrato de sodio y potasio, 1 g de CuS04*5H0 en 90 mL
de agua destilada y aforar a 100 mL con NaOH 1IN.
— Sohicion II: 1 volurnen del reactivo de Folin-Ciocalteau se diluye en 15 voliimenes

de agua (se prepara ¢l mismo dia de la determinacion).

PROCEDIMIENTO:

a) Curva estandar.

* La curva de calibracion o curva estandar cumple con la ley de Lambert y Beer en el

rango de 36-324 pe de pmtema, para lo cual se debe realizar lo siguiente:

Tubo pl solucién pL agua Concentracién
estindar Hg
Blanco 0 1000
1 25 975
2 50 950 18
3 75 925 27
4 100 900 36
5 200 800 72
6 300 700 108
7 500 500 180
8 700 300 252
9 900 100 324

* Una vez ajustada la concentracién de los tubos y el volumen a I mL, sc aftaden 0.9

mL de la solucion | con agitacion suave para permitir que se mezclen y se colocan en

bario de agua a 50°C por 10 minutos.

* Después de transcurrido el tiempo, los tubos se dejan enfriar a temperatura ambiente

(21°C - 25°C). Ya frios se ies agrega 0.1 mL de la solucion 0 ¥ sSe conservan a

temperatura ambiente por 10 minutos.



* Despues se agregan 3 mL de la solucién Ill, que debe adicionarse de manera rapida y
con cierta precision para asegurar que se mezcle en cuestion de 1 a 2 segundos. Los
tubos se colocan en bano de agua a S0°C por 10 minutos.

* Se dejan enfriar los tubos a temperatura ambiente para poder realizar la lectura de la
densidad optica a 650 nm.

b) Determinacion:
* Se rotulan los tubos y se ajusta el volumen a 1 mL con agua destilada de acuerdo a la
alicuota tomada.

* Las muestras problema se someten al mismo procedimiento de analisis que los
estandares.

*

Realizar la curva patron, regresion lineal, interpolar los datos y obtener la
concentracion de proteina soluble presente.

2.8 Obtencién del concentrado proteinico.
Una vez que se tienen los resultados de la curva de solubilidad de la fraccion
proteinica, la eleccion del medio de filtracién adecuado y la determinacién de proteina

soluble por el método de Lowry, se procede a procesar ¢l material (harina desengrasada

de cacahuanano) a 1na mayor escala.
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A continuacion se presenta el diagrama de bloques para aislar la fraccion proteica.

Solubilizar 1g de harina desengrasada
en 20mL de NaCl 0.2N a 0°C )

Ajustar a pH ai cual se obtuvo la
mayor solubilizacion de la proteina

[ Agitar 30 minutos a 0°C !

Filtrar a vacio con el papel filtro donde se obtuvo
el mayor contenido de proteina soluble en el
filtrado y eliminacién de mas impurezas

y

Llevar el filtrado a pH “punilo isoeléctrico” para
precipitar la mayor parte de la proteina soluble

h
[ Agitar 15 minutos a 0°C ]

h 4

Centrifugar durante 20 minutos
a 3600 r.p.m. a 0°C ‘@

[ Eliminar el sobrenadante ﬂ

el precipitado se liofiliza ¢

CONCENTRADOQ PROTEINCIO
a} Relacion harina/agua.

b} Se utilizoe un homogeneizador CAFRAMO mod. RZR1.
¢} Se utilizé una centrifuga BECKMAN J2-21.
d) Se utilizé un liofilizador LABCONCO Freeze Dryving 4.5.

61



2.9 Evaluacion de toxicidad aguda.

Contando con la harina integral y la harina desengrasada de cacahuanano, se realiza
el bioensayo de toxicidad aguda utilizando matones machos y administrandoles

oralmente dosis relativamente altas del material a probar.

FUNDAMENTO:

Los estudios de toxictdad aguda implican una sola administracion de la sustancia
quimica y observar su efecto por un periodo de 24 a 72 horas. Se fundamenta en que
cuando una sustancia es toxica, después de la penetracion al organismo a dosis
relativarmente elevadas, provoca trastormos de una o varias funciones que pueden llegar
hasta la muerte.

MATERIAL Y REACTIVOS:

- Ratones machos cepa CFW de 21-24 g de peso.

- Jaulas para ratones de acrilioo con comederos y bebederos.

-~ Jeringas hipodérmicas de 1.0 mL.

- Agujas especiales para la administracion oral

~ Balanza granataria.

~ Papel especial "logaritmico-probabilidad”.

—  Solucién salina 0.9% (vehiculo).

- Harina integral, harina desengrasada y concentrado proteinico de cacahuanano.
— Harina integral y harina desengrasada de soya.

PROCEDIMIENTO:

a} Distmbucion de los animales.

* Contando con la dotacién de animales, se les suprime el alimenito la noche anterior
al bioensayo y solamente se les proporciona agua "ad lbitum”, va que la
administracion se realiza con 12 horas de avuno.

* Los ralones son pesados y marcados, para después repartirlos en los diferentes lotes
con un minimo de 5 ratones c/u, de acuerdo a la distribucion de “culebra Jjaponesa"
{Anexo I).
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b} Preparacion de la muestra.

* Es conveniente que el material de prueba se encuentre solubilizado para lograr una
disolucion y facilitar su administracién. Se hace uso de un vehiculo que no interfiera
en la prueba que en este caso se utilizo solucion salina al 0.9%.

* Porlo general los t6xicos deben administrarse por la misma via a la que los seres
humanosestanexpuestos,lamt:aoraleslaméscomﬂnyeslaqueseutﬂizéen
bicensayo.

¢) Dosificacion.

* Se debe administrar un volumen suficientemente "grande” para mediro con
facilidad, pero también debe ser lo bastante "pequenc’ para no producir un
traumatismo al anirnal.

* El volumen maximo permitido en ratones por via oral es de imL, por lo tanto si
definimos 1D como la dosificacion de Q.01 mL/g de peso corporal, podremos
administrar hasta una dosificacién de 5D (5 x 0.01 x20gpc = 1ml).

dj Observaciones.

* Una vez administrado €l material aprobar se restituye el alimento y sc observa el
comportamiento de los animales durante las primeras 10 horas, a ias 24,48 y 72
horas.

* Durante el bicensayo se anota el grado de mortalidad de cada lote ¥ se evaltan las
caracteristicas clinicas de lordosis, xifosis, ataxda, piloereccion, ereccién caudal,

agresividad, aletargarniento, excitacion, disnea, cianosis e hipotermia (Anexo ).

*  Lordosis: deformacion de la columna vertebral, caracterizada por un movimietito

cndulante del iomo.

*  Xifosts: curvatura dorsal de la columna vertebral caracterizado POr un movimiento
ondulante en la cadera.

*  Atada: imegularidad, perturbacion de las funciones del sistema nenvioso, raslomos
de la coordinacion de los movimientos.

*  Piloereccion: se caracteriza por la ereccion del pelo.

* Ereccion caudal: se caracteriza por la ereccion {rigidez) de la cola.
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Agresividad: hostilidad, carécter agresivo.

Aletargamiento: disminucion de la actividad del animal.

Excitacidn: actividad anormal del onganismo.

Disnea: dificultad de respirar.

Cianosts: coloraciéon azul violacea de la piel, principalmente acentuada en las
extrernidades.

*  Hipotermia: disminucion de la temperatura normal.

* X ¥ Kk ®

REALIZACION DEL ENSAYO:

Primera parte.

> La primera parte consistio en la administracién de una dosis de 15000 mg/kg p.c.
de los materiales aprobar (harina integral, desengrasada y concentrado proteinico de
la semilla de cacahuanano), Ia cual se encuentra entre los limites para que una
sustancia se considere como practicamente no toxica y relativamente mocua;

tomando como referencia y control la harina integral y desengrasada de soya.

Preparados de cacahuanano Control Dosis
Harina integral Harina integral de soya 15000 mg/kg p.c.
Harina desengrasada Harina desengrasada de soya | 15000 mg/kg p.c.
Concentrado proteinico Harina desengrasada de soya [ 15000 mg/kg p.c.

> La dosificacion seleccionada fue de 4D (0.04 mL / 1 g p.c) para que el volumen
administrado no fuera mayor de 1 ml, por lo que se prepard una suspension de los

materiales a probar con la siguiente concentracion.

15000 mg sustancia = 15000 mg sustancia = 15 mg sustancia
} kg p.c. animal 1000 g p.c. animal 1 g p.c. animal

15 mp sustancia X 1 g p.c. animal = 375 mg sustancia
1 g p.c. animal 0.04 mL mL

64



> Los mL administrados a los animales se calcula de la siguiente manera.

mL administrados = _0.04 mL _x peso animal (g)
lgp.c

Segunda parte.

> Después de admunistrar la dosis de 15000 mg/kg pc., se observd 100% de
mortalidad en los animales (dwante las 72 horas) en la harina integral y
desengrasada de cacahuanano, por lo que se procedio a determinar su Dl

> Las Dl fueron determinadas de acuerdo a las siguientes dosis, siguiendo el mismo
procedimiento usado en la primera parte del bioensayo. Esto se realizd para poder
encontrar un rangp de administracion que nos pudiera dar como minime 3 puntos
para poder determinar el rango entre el 0% y el 10086 de mortalidad.

Preparado de Lote Dosis
cacahuanano
Lote 1 750 mg/kg p.c.
Lote 2 1500 mg/kg p.c.
Harina Lote 3 5000 mg/kg p.c.
Integral Lote 4 6000 mg/kgp.c.
Lote 5 8000 mg/kg p-c.
Lote 6 10000 mg/kg p.c.
Lote 7 15000 mg/kg p.c.
Lote 1 750 mg/kg p.c.
Harina Lote 2 1500 mg/kg p.c.
Desengrasada Lote 3 5000 mg/kg p.c.
Lote 4 7500 mg/kg p.c.
Lote 5 10000 mg/kg p.c.
Lote 6 15000 mg/kg p.c.

65



v. RESULTADOS Y DISCUSION

1.Parametros fisicos de la semilla.

En la Tabla 1 s¢ muestran los parametros fisicos determinados {diametro de la
semilla, peso hectolitrico, ntimero de semnillas en 1 hl). Se observa homogeneidad en los
lotes adquiridos para este estudio y ademas, no mostraron diferencia estadistica
significativa en cuanto al peso hectolitrico, con los lotes de la zona costera del estado de

Guerrero, pero si las hay con los lotes procedentes de Pochutla, Oaxaca.

De acuerdo a los resultados obtenidos de ésta evaluacion y comparandolos con los
demas lotes, podemos decir la semilla con la cual se trabajo se trata de la misma

variedad al lote procedente de Guerrero.

TABLA 1. Parametros fisicos hechos a la semilla de cacahuanano.

Diametrodela  Peso hectolitrico  Namero de semillas
semilla {cm) {g/100 mL) en 100 mL

Estudio actual 1.11 £0.08 71.05+052° 43875 +27.06 °

Oaxaca - 68.53+128° 315.66 + 1986 °

Guerrera - 76+042"° 5390+ 1.41°F

1 Letras iguales en columnas indican que no hay diferencia estadistica significativa,
} Letras diferentes en columnas indican que existe diferencia estadistica significativa.
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2.Parametros bromatolégicos.

Como se puede observar en la Tabla 2, los resultados del analisis proximal
confirman que la semilla de cacahuanano tiene un alto contenido de grasa cruda y de
proteina cruda reportado en la literatura [5, 66], siendo de 21% ¥y 44% respectivarmente.
Esto nos permite considerar a ésta semilla como una auténtica proteaginosa,
superando inclusive a la soya [67] y ademsas también es una buena fuente de grasa; sin

embargo, también tene un alto contenido de fibra.

TABLA 2. Analisis proximal de la semilla de cacahuanano (g/ 100 g muestra).

(]

Parimetro Harina Integral Harina Integeal
de Cacahuanano de Sova ™

Humedad 6.10 +0.03

Proteina cruda (N x 6.25) 44.27 +0.52 40.00
Grasa cruda 2L11+0.25 18.00
Cenizas 391 +0.01 4.60
Fibra cruda 8.47+0.75 3.50
Carbohidratos (por diferencia) 16.14 2590

a} Valor promedio de la determinacién por triplicado.
b} Leguminesa incluida con fines comparativos.

En la Tabla 3 se presenta el analisis bromatolégico de la harina integral, la harina
desengrasada y del concentrado proteinico de la semilla de cacahuanano. Al extraer Ia
grasa, la concentracion de proteina cruda se incrementa hasta un 59%, mientras que el
purificado proteinico tierne un 77% de proteina cruda; esto los hace una excelente fuente

de proteina vegetal.
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TABLA 3. Analisis proximal de los diferentes preparados (g/ 100g muestra).

Parimetro 'Y Harina Harina Concentrado
integral desengrasada proteinico
Humedad 6.10£0.03 6.59 £ 0.38 4.61 £0.01
Cenizas 3.91 £0.01 5.04 £ 0.05 819+ 0.01
Grasa cruda 21112025 0.46 + 0.005 0.92+0.10
Proteina cruda (N x 6.25) 44.27 £ 0.52 59.68+ 023 7751+ 046
Fibra cruda 847 +0.75 8.44 +0.38 131 +£0.47
Carbohidratos (por diferencia) 16.14 19.79 7.46

a} Valor promedio de la determinacion por triplicado.

En la Tabla 4 se presenta el resultado de la determinacion del nitrogeno proteinico
en los diferentes preparados; este parametro debe tomarse en cuenta, ya que una
proporcién importante de la proteina cruda estd constituida por compuestos
nitrogenados no proteicos que pueden enmascarar el verdadero valor nutritivo de las

leguminosas, entre ellas el cacahuanano [66, 68).

TABLA 4. Nitrogeno total (NT), Nitrégeno proteinico (NP} y Nitrogeno no
proteinico (NNP) de los diferentes preparados.

_'.eterminaci(ﬁgl . - Harina . - - .. Harina - Concentrado
o e © _...integral . desengrasada proteinico
NT 7.08 9.55 12.40
NP 433 5.46 11.54
NNp™ 38.92 42.79 6.17

a) Valor promedio de la determinacion por triplicado expresado en %.
b) NNP = [(NT-NP)/NT] x 100
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Como se puede observar en la Grafica 1, existe un alto contemdo de MrOEeno no
proteinico en la semilla de cacahuanano que reduce syuficauvamente la concentracion
de proteina omgnal; por consiguiente, en realidad se esta partiendo de un material con
un menor contendo de proteina del reportado imcialmente. El concentrado protemice

como erz de esperar, resultd con el mayor porcentaje de proteina verdadera.

GRAFICA 1. Contenido de proteina verdadera y proteina cruda de los diferentes
preparados (g/ 100) g muestra).

Haina  Comoentrado
Inegd Desergasad  Peinico
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3.Valor energético de la semilla de cacahuanano.

La semilla de ésta legumninosa tiene un alto contenido de proteina y grasa, lo que
contribuye a su elevado valor energético, que fue de 22,63 KJ/g . En la tabla 5 se
presentan los valores energéticos de diversos granos usados como alimentos 67y se
hace la comparacion con el cacahuanano; como se puede ver es un grano de alto valor

energétioo que lo hace importante para su posible uso en nutricion.

TABLA 5. Valor energético del cacahuanano, de otras leguminosas y
cereales.

Semilla Nombre ctentifico Densidad calérica

(KJ/g)

Cacahuanano Gliricidia sepium 22.63
Arroz Oryza sativa L. 15.38
Maiz amarillo Zea mays L. 14.36
Grano de trigo Triticum sativum Lam 15.48
Cacahuate crudo Arachys hypogacea L. 19.60
Frijol negro Phaseolus vulgaris L. 13.39
Semilla de lenteja Ervum lens L. 13.76
Semtlla de soya Glyveine max 16.52

El término de EG no tiene un valor practico desde el punto de vista alimenticio
debido a que la cantidad de energia que obtiene el cuerpo del alimento es menor que la
energia producida cuando se quema el alimento en la bomba calorimétrica. Por lo
anterior, se determin la energia digerible (ED) y la energia metabolizable (EM), que son
término de mayor aplicacién ya que proporcionan la energia biodisponible del alimento
[53}; los valores obtenidos fueron 19.87 K.J/g para la ED y 17.35 KJ/ g para la EM, Ia

cual todavia sigue siendo de consideracion.
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4. Toxicologia analitica.

En la Tabla 6 se muestra el resultado de los factores toxicos ¥ antinutricionales
presentes en la semilla de cacahuanano. Para el caso de los inhibidores de tripsina s¢
considera un contenido significativo cuando se obtiene un valor >10 UTI /mg de
muestra y para las lectinas un titulo =10 también se considera un contenido alto de
este factor antinutricional [64]; el nivel de inhibidores de tripsina y lectinas en la semifla,

en ninglin mormento rebasan los valores antes mencionados.

El contenido de dcido tdnico en la semilla de cacahuanano es de 1.34%, muy
similar al contenido de dicha sustandia en el frijol cormin de color negro con 1.26% y
colorado con 1.42% [70]. Por otro lado, la dosis diaria admisible (DDA) para el acdo
tanico es de 500 mg/kg p.c./dia [13), esto implica que un hombre adulto entre 18-65
anos con un peso de 68 kg, puede ingerir hasta 3.4 g/dia, sin que se presenten efectos
adversos en la salud; calculando la cantidad de semilla cruda que debe ingerir la
persona para producir un efecto téxico en ella, s tiene que hay que consurmir mas de 2

kg para sobrepasar la DDA, y por consiguiente no representa riesgo alguno.

En lo que respecta al deido fitico, los alimentos con un contenido de 400
mg/100g son considerados alimentos desmineralizantes [64], por lo que 1a semilla de
cacahuanano se encuentra dentro de ésta clasificacién al contener 1790 mg/ 100g.
Dicha semilla supera en contenido de acido fitico a otras leguminosas como las alubias,
las lentejas v la soya; con un contenido de 269, 295 y 402 mg/100g de semilla

respectivamente [11].

7



Para el caso de la canavaning, no se ha establecido el nivel maximo permitido;
sin embargo, este aminoacido no proteinico se encuentra presente en cantidad
significativa (10%} en la semilla, siendo superior inclusive al contenido en la sermilla de
"Jack bean” (Canavalia ensiformis) que es la materia prnma de donde se aisla este

aminodcido, donde la concentracion varia entre 2.02 ¥ 4.86 % [69].

TABLA 6. Toxicologia analitica de ia semilla ¥ concentrado proteinico de
cacahuanano.

Factor Semilla de Concentrado

cacahuanano proteinico

Canavanina Téxico 10.33 1.09
(2/100g de muestra)

Nitratos Téxico 012 0.03
(expresado como % de NO3)

Lectinas Enterotoxina 2 Negativo
(Titulo de hemaglutinacion}

Inhibidores de tripsina Antinutricional 1.63 1.85
(UTl/mg muestra)

Taninos Antinutricional .34 0.99
{expresado como % de 4cido tanico)

Fitatos Antinutricional 1.79 1.09
(expresado como % de 4cido fitico)

a} Valor promedio de la determinacién por triplicado.

Para los nitratos la DDA es de 3.65 mg/kg p.c./dia [13}, por lo que un adulto de
68 kg de peso, puede ingerir 248.2 mg de nitratos diarios, y tendria gue ingerir arriba de
206 g de semilla de cacahuanano crudo para rebasar la DDA de dicha sustancia para
producir un efecto toxico. En el concentrado proteinico se eliming casi toalmente 1a

presenaa de nitratos después del proceso de destoxificacion.
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Después de la destoxificacion, no solamente se logré disminuir significativamente
la concentracién de nitratos en el concentrado proteinico, sino también el contemdo de
canavanina y acido tanico, mientras que los inhibidores de tripsina y las lectinas
permanecieron con niveles similares a los de la semilla de cacahuanano, los cuales
siguen siendo bajos. Sin embargn, no se logrd eliminar el Acido fitico en €l concentrado,
cuyo contenido fue de 1090 mg/100g y que todavia es un valor alto; por lo que se

recomienda hacer alpunas mejoras en el proceso de destoxificacion de la semilla,

En el preparado proteinico purificado, se tratd en particular de eliminar la alta
concentracion de canavanina presente en la semilla; la determinacion de este
aminoacido por el método colorimétrico [59, 60] arroj6 un valor de 1%, que todavia se
puede considerar de riesgo si tomamos en cuenta que en un estudio anterior el sulfato
de canavanina por via intraperitonial en ratones tiene una DLso de 5550 mg/kg p.c. {6l
Por esta razon, se procedio a confimmar el nivel de este aminoacido en los diferentes
preparados de la semilla de cacahuanano, mediante la determinacién por cromatografia
de intercambio ionico [68]; ya que éste método es mas confiable y hay menor posibilidad
de sobrestimar dicho aminoécido. Los valores de Ia determinacion por ambos métodos
se muestran e la Tabla 7, donde se puede observar que en el concentrado proteinico la

canavanina esta ausente de acuerdo al analisis cromatografico.
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TABALA 7. Determinacion de canavanina en los diferentes preparados de la
semilla de cacahuanano.

Determinacion Harina Harina Concentrado

integral desenprasada proteinico

Método 10,33 % 13.10 % 1.09 %
colorimétrico

Método 9.90 % 12.56 % - (1)
cromatogrifico

 No detectable (limite de deteccién 0.025 pM).

5. Digestibilidad in vitro.

En la Tabla 8 se encuentran los valores de la digestibilidad i vitro de Ia proteina de
la harina integral, harina desengrasada y aislado proteinico de la semilla de
cacahuanano. El concentrado proteinico presentd una buena digestibilidad = wvifro,

similar a la soya [44]; con 83% y 86% respectivarnente.

TABLA 8. Digestibilidad in vitro de la proteina de los diferentes preparados

de la semilla de cacahuanano.
- “’Preparado via? % de digestibilidad +
QT e —— 68.56 $031"
Harina Desengrasada 71.73 20.63 °
Concentrado Proteinico 83.01 +0.63 €

t Valor promedio de la determinacion por duplicado.
} Letras diferentes en columnas indican que existe diferencia estadistica significativa,
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En [a Grafica 2 sc muestra coma el procese de  purificacion  aumenta
considerablemente la digestibitidad in vitro de la proteina aislada, ya que en un
principio la semilla de cacahuanano tienc un mavor contenido de factores
antinutricionales y fibra, que disminuyen la biodisponibilidad de la traccién proteica v
podrian afectar su digestion; de ahi el alto aprovechamicnto (bindisponibilidad) de la

proteina del concentrado proteinico.

GRAFICA 2. Digestibilidad in vitro de los diferentes preparados de la semilla de
cacahuanano.

% Digestibilidad

o

0 Harina Integral 0 Harina Desengrasada 0 Concentrado Proteinico
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6. Composicion de aminoacidos y calificacién quimica.

En la Tabla 9 se presenta la composicion de aminocacidos faa) de la harina
desengrasada y del concentrado proteinico de la semilla de cacahuanano, al igual que
las necesidades de a.a. requeridas para lactantes ¥y preescolares de 2-5 afios de edad,

sugeridas por Ia FAO/OMS/ONU (1985).

TABLA 9. Composicion de a.a. de la harina desengrasada y concentrado
proteinico de la semilla de cacahuanano [ga.a./ 16 gN).

Aminodcido ™ Harina  Concentrado  Necesidades  Necesidades
Desengrasada  Proteinico Lactantes  Preescolares

Acido aspartico 8.87
Acido glutamico 11.49 13.79 - -
Arginina 10.38 12.09 - -
Fenilalanina+Tirosina ™ 7.51 7.08 7.2 6.3
Glicina / Alanina 6.86 6.33 - -
Histidina 3.20 3.09 26 1.9
Isoleucina 4.61 3.57 4.6 2.8
Leucina 6.85 1.78 93 6.6
Lisina 5.54 433 6.6 5.8
Metionina+Cisteina ! 2.86 4.07 42 2.5
Prolina 310 4.91 - -
Serina 538 4.03 - -
Treonina 53! 2.85 4.3 3.4
Triptofano *! 0.65 0.57 1.7 1.1
Valina 3.78 5.03 3.3 5.5

a) Valor promedio de la determinacién por duplicado.

b) Total de aromaticos.

¢} Cuantificacién conjunta.

d} Total de azufrados.

e} Determinado espectrofotométricamente previa hidrolisis alcalina.

76




Contando con la composicion quimica de aa. indispensables, se caleuld la
calificacion quimica (CQ) de la proteina de Ia harina desengrasada y concentrado
proteinico de la semilla de cacahuanano, de acuerdo al patron de la FAO/OMS/ONU
(1989) donde se hace una distincién hacia que grupo de la poblacion se dinge. Se
encontré que para los lactantes el friptdfano es ¢l limitante, al igual que para los

preescolares de 2-5 anos de edad (Tabla 10).

TABLA 10. CQ de la proteina de la harina desengrasada y concentrado
proteinico de cacahuanano.

Aminodcido Harina desengrasada Concentrado proteinico

Lactantes  Preescolares  Lactantes  Preescolares

Histidina > 100

Isoleucina > 100 > 100 93.00 > 100
Leucina 84.06 87.30 > 100 > 100
Listna 95.81 80.35 78.66 65.96
Metionina+Cisteina ) 77.65 96.20 > 100 > 100
Fenilalanina+Tirosina > 100 > 100 > 100 99.30
Treonina > 100 > 100 79.44 74.05
Triptéfano 43.63 49.69 40.10 45.67
Valina 78.41 90.79 > 100 > 100

a) Total de azufrados.
b) Total de aromaticos.
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7. Destoxificacion del material.

En la Grafica 3 sc muestra la "curva de solubilidad” de la protcina de la semilla
de cacahuanano, donde se aprecian los valores de solubilidad de acucrdo con las
condiciones de pH del medio. Este perfil de solubilidad en funcién del pH nos indica
quc a pH 13 se obticne la mayor cantidad de proteina soluble y a pH 4 sc obticne la
menor cantidad de proteina soluble, que es ¢l "punto isocléctrico”. Estas son las
condicioncs Optimas para aislar y purificar la fraccién proteinica més abundante a

partir dec la harina descngrasada de cacahuarano.

GRAFICA 3. Curva de solubilidad de la fraccién proteinica de la semilla de
cacahuanano.

Punto isoeléctrico
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En Tabla 11 se presenta las pruebas para seleccionar el medio de filtracion de la
proteina solubilizada; se probaron tres diferentes medios de filtracién a los cuales se les
determing el contenido de proteina soluble en el filtrado y la cantidad de residuo que

quedo atrapado en el medio de filtracion.

TABLA 11. Medios de filtracién para la proteina soluble del
cacahuanano.

Papel filtro pore grueso
Papel Whatman #541

Del cuadro anterior se observa que el medio de filtracion mas adecuado para el
aislamiento de la fraccidn proteinica es la tela pelldn, porque retienen una mayor
cantidad de impurezas que los otros dos medios de filtracion ¥ porque permite el paso

de mayor cantidad de proteina sohuble.

Contando con los resultados de la curva de solubitidad de la fraccion proteinica, la
cleccion del medio de fitracion adecuado, se procedio a procesar la harina
desengrasada de cacahuanano, trabajando con 200 g de material, obteniéndose

rendimientos de 30% a 35%.

E£STA TEZSIS NO SALR
DE LA BIBLICTECA
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8. Toxicidad aguda.

Esta prueba se realizd con la finalidad de averiguar si los diferentes preparados de
la semilla de cacahuanano (harina integral, harina desengrasada, y concentrado
proteinico), poseian accién toxica aguda al administrarse en ratones. El estudio se
dividié en dos partes; primero una prueba que consistid en la administracion de una
dosis de 15000 mg/kg pc., que es la dosis maxima para que una sustancia sea
considerada practicamente no toxica, y la segunda parte del estudio sirvic para
determinar la DLeo de los preparados, si después de la administracién de 15000 mg/kg

p-c. existia mortalidad en los animales de experimentacion.

* Los resultados de Ia primera parte fueron los siguientes:
Enelbioensayodeto}dddadagudaconlaha:ixmmtegralylahaﬁna
desengrasada, se observo la muerte de todos los animales dentro de las primeras 24
horas con una dosis oral de 15000 mg/kg p.c., lo que nos indica que ambos materiales
no se pueden proponer como una fuente alternativa o complementaria en la

alimentacion {40].

También se realizo el estudio de toxicidad aguda con el concentrado proteinico, no
observandose ningun signo de toxicidad en los animales hasta una dosis oral de 15000
mg/kg p.c., por lo que resulta un material relativamente inocuo a corto plazo [40] v se

debe continuar con estudio para demostrar su inocuidad a mediano ¥ largo plazo.
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* Los resultados de Ia segunda parte se muestran en las Tablas 12 y 13:

A los resultados obtenidos sc les efectud un analisis estadistico con la
prueba de (CHI)?, se trazo la grafica de dosis-efecto (dosis en mg/kg p.c.
contra % de mortalidad) sobre el papel especial log-probit, los valores de 0
y 100% de mortalidad fueron corregidos por las formulas propuestas por
Miller y Tainter; y de la grafica correspondiente se calculd el valor de la
DLso por interpolacion. En la prueba estadistica, la (CHI)? experimental <
(CHI)? critica, por lo que hay homogeneidad en los datos y por lo tanto la

linea provisional se considera adecuada y definitiva.

La dosis letal media (DLso) para la harina integral de cacahuanano fue de 8200
mg/kg p.c. y para la harina desengrasada de cacahuanano la DL fue de 6600 mg/kg
p.c., indicando mayor toxicidad con respecto a la semilla completa. Ambos preparados

se pueden considerar como pricticamente no tdxicos a corto plazo [40).

TABLA 12. Toxicidad aguda por via oral de Ia harina integral de la semilla de

cacahuanano.
Dosis Relacion % Respuesta observado % Respuesta esperado
(mg/kg p.c.) Muertos/Tratados {corregido) (grafica)

750 0/5 .- --

1500 0/5 -- --

5000 0/7 0.0 (3.57) 3.0

6000 1/5 20.0 14.0

8000 3/5 60.0 44.0
10000 6/8 75.0 70.0
15000 5/5 100.0 (95.0) 96.5
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TABLA 13. Toxicidad aguda por via otal de la harina desengrasada de la semilla de

cacahuanano.
Dosis Relacion % Respuesta observado % Respuesta esperado
(mg/kgp.c) Muettos/Tratados {cotregido) (grafica)

750 0/5 ~ -

1500 0/5 0.0 (5.0) 1.9

5000 1/5 20,0 4.0
75000 2/5 40.0 58.0
10000 5/6 83.33 76.0
15000 5/5 100.0 (95.0) 90.0

De acuerdo a estudios anteriotes la dosis letal media (DLsg) en ratones via
intraperitonial para el sulfato de canavanina es de 5550 mg/kg p.c., por lo que se
encuentra entre los limites de ligeramente toxico y pricticamente no tdxico; mientras
que para un extracto metandlico de ésta semilla su Dls es de 1200 mg/kg p.c,
indicando que es un material altamente txico [6]. En otra investigacion realizada en

ratas con carcinoma de colon se determind una DLse de 6770 mg/kg p.c. [38).

Por lo antedor, la fuerte toxicidad de la semilla de cacahuanano no se debe
exclusivamente a la presencia de canavanina, sino que ésta toxicidad es cavsada por la
presencia de otros factores que se han encontrado en diferentes partes de la planta
(hojas, corteza, tronco) v pudieran estar presentes también en la semilla; como pudieran
ser la cumarina y algunos detivados proximos encontrados en cantidades sipnificarivas
en las hojas 3, 28], los cuales tienen la accion de retardar o tiempo de coagulacion

de  la sangre, debilitando las  paredes capilares  (haciendo que se rompan)
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provocando hernorragias fatales, apareciendo una debilidad rapidamente progresiva y
dificultad respiratoria [71, 72]. El cuadro clinico descrito anteriormnente se presentd en la
mayoria de los animales tratados con harina integral v desengrasada, donde las
caracteristicas clinicas mas frecuentes fueron disnea, ataxia, aletargamiento y
hemorragias frecuentes en el tracto gastrointestinal, por lo que se recomienda un

estudio para confirmar la presencia de compuestos curnarinicos en la semilla.
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vi. CONCLUSIONES

Se confirma que la semilla de cacahuanano tiene un alto contenido de
proteina y grasa, por lo que se le puede considerar como una fuente
potencial de proteina, sin embargo dicho material presenta un

contenido significative de nitrogeno no proteinico.

La proteina de la harina desengrasada y del concentrado proteinico de
la semilla de cacahuanano son deficientes en el aminoacido triptofano

para lactantes y preescolares.

El concentrado proteinico presenté una buena digestibilidad in vitro, lo
que posiblemente permita un alto aprovechamiento de la proteina

aislada.

La semilla de cacahuanano presenté un contenido sumamente alto del
aminoacide no proteinico canavanina, lo que la hace sumamente
interesante, ya que algunos investigadores le han asociado a este

aminoacido actividad citotoxica hacia células cancerosas.

La harina integral v la harina desengrasada de la semilla de

cacahuanano mostraron toxicidad a corto plazo, con una DLsp de 8200

mg/kg p.c. y 6600 mg/kg p.c., respectivamente.
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El proceso de destoxificacién de la semilla de cacahuanano elimina
completamente la canavanina y reduce significativamente el contenido

de los demas téxicos determinados, con excepcion de los fitatos.

Se obtuvo un purificado de proteina (concentrado proteinico), el cual
resultoé ser relativamente inocuo en el estudio de toxicidad aguda, lo
que permite que se continte su estudio para considerarla como una

fuente potencial de proteina alimentaria.
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