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1. INTRODUCCIÓN 

La desnutrición energétlco-protelnlca es uno de los problemas nutricionales más 

importantes en los: p~l~es· en · d~sarrollo. Las familias que no disponen de suficientes 

alimentos • du~nt~ ·~oda . el •año .para el consumo familiar, ya sea por una insuficiente 

producclÓn·d~'allm~nto~'(áreas ru~ales) o por tener muy bajos Ingresos (áreas urbanas), 

son las más susceptibles a este tipo de desnutrición, siendo principalmente vulnerables 

los ·nlños'(lactarite~ Y, preescolares), mujeres embarazadas y en periodo de lactancla y 

ancianos (FAO, 2000; Martlnez, 2001). Las cifras de desnutrición escolar en México son 

del orden del ·32% para niños y 38.3% para niñas, lo que se traduce en una alta tasa de 

mortalidad infantil (INEGI, 1999; INEGI, 2000). 

Para combatir este problema, se ha recomendado el consumo de leguminosas como 

fuente de protelna ya que tienen un contenido relativamente alto de ésta (17%-30%), el 

doble del que poseen los cereales y similar al de la carne (Contreras, 1992). No obstante, 

es sorprendente que no exista una explotación más amplia de esta familia botánica de 

alto valor nutritivo, siendo la principal limitación, la bioslntesis de una amplia variedad de 

compuestos tóxicos y/o antinutricionales dañinos para el hombre, los animales y otros 

organismos. 

Las leguminosas silvestres son muy abundantes en México y podrian ser utilizadas 

tanto para la alimentación animal como humana; sin embargo, estos recursos están 

infrautilizados. Tal es el caso del cacahuanano (G/lrlcld/a sep/um), ya que el 

aprovechamiento de sus semillas como fuente potencial de proteína y grasa no ha sido 

realmente considerado a pesar de su alto contenido en éstas (Sotelo et al, 1986; Marlinez, 

2001). Por otro lado, la semilla ha mostrado efectos tóxicos en experimentación animal, 

no obstante, en un trabajo previo se pudo obtener un concentrado protelnico que no 

mostró efectos tóxicos a corto plazo (Martlnez, 2001). En el presente trabajo se continuó 



con la evaluación toxicológica de dicho material. En primera insiancia se obtuvo el 

concentrado proteínico ·a partir de harina desengrasada de la semilla de cacahuana".'o, 

donde se obtuvo un rendimiento de 33% y porcentaje de 77.75 de proteln·a (concentrado 

protelnico 1). El concentrado se probó en ratones de laboratorio ·en ·~un ensayo de 

toxicidad subcrónica a 3 diferentes dosis, observándose un efecto dosis·~epend!en~e. 

Tomando en cuenta las sustancias presentes en la planta, se real~~-¿, I~ :~¿~queda 
del factor· responsable de la toxicidad, encontrando a la canavanina (aminoácido no 

: :··.: 
protelnico tóxico) en una concentración considerable (3.9%) como el principal responsable 

de tales. efectos.-._· A continuación se realizó un nuevo proceso de destoxificación, 

obteniendo_ el concentrado protelnico 2 (rendimiento de 26.59% y 77.94 % de proteína), 

que aunque-tuvo un contenido de canavanlna casi nulo y no mostró efectos tóxicos a 

corto pta-zo~·.;:en· el. ensayo de toxicidad subcrónica se observaron efectos adversos sin 

haber una clara relación dosis-respuesta. Es Importante la realización de otro bioensayo o 

la co;,sidera'cÍón: de otros parámetros para poder continuar con la evaluación toxicológfca 

a largo plazó ·y después posiblemente poder considerar al concentrado protelnico de la 

semilla de- ·cacahuanano como una fuente alternativa de proteína después de los 

respectivas evaluaciones nutritivas. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

Realizar la evaluación de toxicidad subcrónica del =ncentrado proteínico de la semilla 

de cacahuanano (Gllrlcldla sep/um): 

2.2 Objetivos particulares 

Obtener suficiente·. caritidad de =ncentrado proteínico de la semilla de cacahuanano 

para la realización.del bl0ensayo. 

Realizar el . bioensayo de toxicidad subcrónica en ratones a diferentes niveles de 

ingesta. 

En caso de no obtener resultados satisfactorios, realizar la determinación de factores 

tóxi=s y antinutricionales para la posterior destoxificación del concentrado proteínico y 

proceder =n la evaluación de toxicidad aguda y subcrónica. 
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3. ANTECEDENTES 

3.1 Cacahuanano (Gllricldi11 seplum) 

Sinónimos botánicos: Gllrlcldl11 macufat11, Robinia seplum 

Nombres comunes: esta planta es conocida en nuestro pafs como cacahuanano, 

cacahuananche, cocohuite, jelelte, muiti, madre de cacao, lengua de perico, mata ratón, 

cocuite entre otros (Del Amo y Mendieta, 1981). 

Descripción: es un árbol de tamaño mediano (10 m aprox.) perteneciente a la familia de 

las leguminosas {Centurión et al, 2000). 

Distribución en el pals: se encuentra tanto en la vertlente del Golfo de México, desde 

Tamaulipas a San Luis Potosi, Norte de Puebla y Veracruz hasta Yucatán; as( como en la 

vertiente del Pacifico, donde se distribuye desde Sinaloa hasta Chiapas; incluso se 

menciona que esta especie es originaria del Sur de México y Centro América, creciendo 

en selvas tropicales sobre laderas y cañadas a una altura de O a 1600 msnm {Luces, 

1985; Martinez, 1987). 

Usos: en nuestro pals, como su nombre lo Indica, esta planta se utiliza para dar sombra a 

cultivos delicados _como cacao, café, vainilla y té, como cerca viva y en la elaboración de 

mangos y utensilios para herramienta. Se menciona además que la corteza, tallos tiernos 

y las hojas constituyen un excelente rodenticida (Martlnez, 1959; Llttle y Wadsworth, 

1964). As! mismo, cobra un interés significativo la presencia de canavanina en la semilla 

del cacahuanano ya que parece que este aminoácido no protelnico tiene propiedades 

pesticidas especialmente hacia microorganismos, insectos y malezas, as! como también 

se le atribuyen propiedades citotóxlcas hacia ciertas células neoplásicas (Lucas, 1985; 

Lucas et al 1988; Swaffar et al, 1994; Rosenthal et al, 1995). 
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No obstante 10 .anterior, la planta puede usarse con fines benéficos; atribuyéndosele 

amplias propledades'·medicin'ales, ya que al parecer tiene un alto c0ntenldo de taninos, 

flavonoides y otros compuestC:.s de lnteré·s Í ... rapéuUco (Soto y Souza, 1995; Herath et al, 

1997). 

Por otro lado, a este árbol s~ le !len~ .;n:;.itS es~~ª pa;... Ía .."1aborac16ri de io,:ri.jes o 

piensos para animales, pero a- pSSaS--dá-eStO ec~~~~vech8n1ie,nt0. d-e'.,iSs·:'~~~-maS .·como 

fuente potencial de prote1na y;~..:.,;¡.,·•·;,',;;•• sido. ¡:>0é:Cl estiíd1~~ª c~h~cf~~~~;. é~9e2: 
.:·;\"-:t···'·" 

Nochebuena y O'Donovan, 1986). 

Perspectivas: Estudios realizados a la semilla de cacahuanano : .. ~~l~ri· qu ... tiene un alto 

contenido de proteína y grasa por lo que podrla considerarse_ a esta:· planta como una 

auténtica oleaginosa y fuente de proteína (Lucas, 1985; Sotelo et al, 1986; Martínez, 

2001). Sin embargo, cuando se pretende proponer una especie vegetal no convencional o 

poco conocida como fuente de nutrimentos, es necesario contemplar la presencia de 

factores tóxlcos y antinutriclonales, ya que algunos de ellos son muy comunes en los 

alimentos de origen vegetal. En el caso del cacahuanano, la semilla ha mostrado efectos 

tóxicos en experimentación animal, ya que tiene un alto contenido de canavanina y 

posiblemente otros factores tóxicos; sin embargo, en un trabajo previo se pudo obtener un 

concentrado protelnico, que no mostró efectOs tóxicos. a corto plazo, por lo que es 

necesario continuar con la evaluación toxicológica del material (Lucas, 1985; Martínez, 

2001). 
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Algunas sustancias naturales nocivas presentes en el cacahuanano: 

Canavanina: 

La canavanina, ácido 2-amino-4-guanidoxi butirico, es un aminoácido básico no 

proteínico análogo de la arginina y potencialmente tóxico, se encuentra presente al menos 

en 1500 especies de la familia Leguminosae, almacenado de forma libre en la fra=ión no 

proteínica de las semillas, siendo en éstas donde se ha encontrado en el cacahuanano. 

La canavanina es un compuesto tóxico porque compite en su incorporación dentro de las 

vias· biosintéticas de formación de proteínas, síntesis de macromoléculas, glucoproteinas, 

ARN y ADN: su Incorporación equivocada en las proteínas la convierte en un potente 

lnhibldor del crecimiento para muchos sistemas microbianos, pudiendo ser letal debido al 

mal funcionamiento de su metabolismo (Gálvez, 1999; Martínez, 2001). En cuanto a 

organismos superiores, se realizó un estudio con monos (primates no humanos) donde se 

sugiere que la canavanlna es el principal causante de anomalías en el rii'ión, además de 

otros efectos adversos (Mallnow et al, 1962). 

Cu marinas: 

Con el nombre de cumarinas se conoce a un grupo muy amplio de principios activos 

fenólicos que se encuentran en plantas medicinales y tienen en común una estructura 

química de 2H-1-benzopiran-2-ona (ver _Figura 1), denominada cumarina (Consejo 

General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos): 

Figura 1. Estructura básica de los compuestos cumarfnlcos 
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Dentro de los efectos tóxicos de exposición a corto plazo, se sabe que Ja sustancia 

puede causar efectos en '1a sangre, -dando lugar·a .hemorragias si es- absorbido en 'grasÍdes 

dosis (lntemational Chemical S~fet}> Cards). Po~ otro lad.;, Ja cumarina se utiliza como 

rodenticida ya qU·~ -tien~:.·un· et~cio tóxico en ~oedores actuando lentamente después de 

varias -dosis (Elias, 1984). -En las hojas del cacahuanano se han detectado grandes 

cantidad~s 0d;. b,;rii~uest.;s cumarínicos (Griffiths, 1961). 

Ácido irtii:o: 

El ácido fitlco (ácido inositol hexafosfórico) se encuentra en concentraciones de 0.4 a 

6.4 % · en las semillas de cereales. leguminosas y oleaginosas; es una estructura 

altamente reactiva, debido a que la molécula posee múltiples grupos fosfato capaces de 

formar complejos con cationes. Su acción fundamental es disminuir Ja absorción o 

blodlsponibilidad de minerales divalentes como Ca, Co, Cu, Mg, Mn, Mo, Fe y Zn (por 

formar sales insoluble con éstos); y también es una fuente inadecuada de fósforo no 

bioasimilable por el hombre, ya que el organismo humano no produce la enzima fitasa 

necesaria para hidrolizar el ácido fitlco y liberar el fósforo de este compuesto. Además 

forma complejos insolubles fitato-mineral-proteina, provocando Ja disminución de Ja 

solubilidad y digestibilidad de las protelnas en el organismo, as! como Ja inhibición de 

enzimas digestivas como la pepsina, tripsina y alfa-amilasa, bajo condiciones fisiológicas. 

En las semillas de cacahuanano se ha encontrado este compuesto en una 

concentración de alrededor de 1.8 o/o (Shahidl, 1997; Martlnez, 2001). 
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3.2 Toxlcologla 

De modo genérico, la Toxicologla puede definirse como el estudio de los efectos 

adversos de las sustancias químicas en los organismos vivos. Sus orígenes históricos 

deben datarse en el momento en el que nuestros antecesores prehistóricos intentaron 

comer una serie de productos para obtener alimentos convenientes. Al observar que los 

recursos vegetales y animales podlan satisfacer al hombre sin producirle enfermedades o 

la muerte, los pueblos primitivos desarrollaron hábitos alimentarios que permitieron la 

supervivencia y el desarrollo de la especie. En su contexto moderno, la toxicologla se 

basa fundamentalmente en conocimientos químicos y biológicos y trata de encontrar 

explicaciones detalladas de los efectos tóxicos. Gran parte de la toxicología actual Implica 

estudiar los efectos tóxicos de sustancias especificas en mecanismos biológicos y 

químicos específicos (Shibamoto y Bjeldanes, 1993). 

3.2.1 Estudios de toxicidad con respecto al tiempo 

Las exigencias actuales de seguridad obligan, en todos los campos, que se evalúen 

los niveles de riesgo que puede presentar un determinado producto para el hombre y para 

el medio ambiente. En el campo de la seguridad en la alimentación, el hombre ha sido el 

principal centro de Interés. Durante décadas la informaciones toxicológicas provenían 

mayoritariamente de observaciones aisladas de los efectos tóxicos originados por 

exposiciones accidentales, de algunas Informaciones clínicas o de un número limitado de 

estudios epidemiológicos. Actualmente, dada Ja similitud de algunas especies con el 

hombre, la experimentación en animales se ha desarrollado considerablemente para 

evaluar el riesgo tóxico de las sustancias (Roberts, 1986; Derache, 1990). 
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Tomando en cuenta los efectos asociados con Jos diversos tiempos de exposición, los 

estudios toxicológicos se dividen por lo general, en tres categorías {Derache, 1990; 

Repello, 1988; Shibamoto y Bjeldanes,1993): 

3.2.1.1 Toxicidad aguda: 

La primera prueba de toxicidad a que se so.mete una sustancia es. generalmente, la 

de toxicidad aguda, en la cual se suministra dicha sustancia a ratas o ratones en una 

dosis única. Se anotan los efectos tóxicos o slntomas cllnicos que tienen lugar durante 

las 24 horas siguientes al suministro, los cuales pueden ser: 

Lordosis: deformación de la columna vertebral, caracterizada por un movimiento 

ondulante en el lomo. 

Xifosis: curvatura dorsal de la columna vertebral caracterizado por un movimiento 

ondulante en la cadera. 

Ataxia: irregularidad, perturbación de las funciones del sistema nervioso, trastornos 

de la coordinación de los movimientos. 

Piloere=lón: se caracteriza por la ere=lón del pelo. 

Erección caudal: se caracteriza por la erección (rigidez) de la cola. 

Agresividad: hostilidad, carácter agresivo. 

Aletargamlento: disminución de la actividad del animal. 

Excitación: actividad anormal del organismo. 

Disnea: dificultad para respirar. 

Cianosis: coloración azul violácea de la plel, principalmente acentuada en las 

extremidades. 

Hipotermia: disminución de la temperatura normal. 
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El objetivo fundamental de este ensayo es determinar la dosis o concentración letal 

SO, que por definición es "la expresión estadlstlca de la dosis única o de la concentración 

única de una sustancia que provocaría fa muerte al 50% de los animales de 

experimentación", conocida también como dosis letal media (Dloo). 

La información conseguida con las pruebas de toxicidad aguda, se utiliza como base 

para establecer la dosis y vía de administración en los subsiguientes ensayos de toxicidad 

de larga duración, tomando en cuenta el Cuadro 1 (Repetto, 1988): 

Cuadro 1. Grado de toxicidad de las sustancias xenoblóticas (Dosis oral única) 

Rango de toxicidad Denominación usual Dl.oo 
lma I ka D.c.) 

1 Extremadamente tóxico <1 
2 Altamente tóxico 1 - so 
3 Moderadamente tóxico so-soo 
4 Ligeramente tóxico S00-5000 
5 Prácticamente no tóxico sooo - 1S,OOO 
6 Relativamente inocuo > 1SOOO 

3.2.1.2 Toxicidad subcrónica: 

La toxicidad subcrónica es el conjunto de efectos observados después de una 

administración cotidiana repetida o frecuente de una o varias dosis de la sustancia 

estudiada. Estos ensayos se realizan en un periodo de aproximadamente 10% de la vida 

del animal o tratamientos más cortos de 14 a 28 dlas para roedores pequeños como el 

ratón. Su principal objetivo es determinar los posibles efectos acumulativos en los tejidos 

y sistemas metabólicos. Entre las observaciones a realizar se incluyen la inspección diaria 

del aspecto físico de los animales del ensayo y su comportamiento. Se registran 

periódicamente el peso corporal y el consumo de alimento y agua. También se realizan 

estudios hematológicos (Citometria hemátlca) y al terminar el experimento se practica la 

10 



autopsia en todos los animales. prestando atención ,a los .cambios patológicos 

macroscópicos. incluidos los cambios de peso en los principales órganos y glándulas. 

3.2.1.3 Toxicidad crónica: 

El objetivo g~~ .. ~I de Íosen'sayo~ ;;¡e ;.;~i6i~~d '•crónica e~_ ev.,;luar' 1C>s • r~sultados. de la 

toxicidad r~~,~lt~·~i~,.¡;:-~"e·f:;~-.J~;~:~·~·~y~i~ri~\: d~)~·~~~·«::··~~\ ~ri~d6·:·:·~iQ-n¡fi'~ti·~·~-·- d~ '~ ti~mP~ -a 

diferentes ~osis, ~~t~~ ;J:;:~~. ~tclierC>n ~;;~¡~~rse en las pruebas· subcrónicas. Estos 

ensayos req~iere;,· ¡.;;•:·.;;d;,.;i~istra.;iÓn 'ele la· sustancia problema por una ruta apropiada y 

durant~. la m.;;~~~ p .. ~e '-d~ la•. vida del animal en experimentación. Los estudios deben 

permitir. la manifesta~ión .. de los efectos tóxicos que requieren un largo tiempo de latencia 

o que son-acumulativos. Por ello. son los únicos experimentos que permiten evidenciar 

detemiinadas afecciones cardiacas o renales, de aparición a menudo ligada a la edad de 

los animales estudiados. Las pru.ebas de toxicidad crónica proporcionan la pieza final de 

la información biológica en la que debe basarse la decisión de aceptar o rechazar una 

sustancia que pretenda utilizarse en los alimentos. 

3.2.2 Dosis-respuesta 

Paracelso (alquimista y médico, siglo XVI) dijo: "Ninguna sustancia es un veneno por 

si sola. Es la do.sis la que hace que una sustancia sea nociva· y la "dosis correcta hace la 

diferencia entre) un· .veneno y un remedio". Estos postulados sentaron las bases del 

concepto de la relación dosis-respuesta y el indice terapéutico. Se dice entonces, que la 

intensidad de la respuesta biológica es proporcional a la dosis del compuesto al que está 

expuesto el organismo: ast, a medida que la dosis de una sustancia se aproxima al nivel 

tóxico, no se alcanza un punto o nivel al que todos Jos organismos desarrollan de pronto 

los sintomas tóxicos. sino que hay un rango o intervalo de dosis al cual los individuos del 

grupo experimental responden de forma similar (Lu, 1985; Shibamoto y Bjeldanes, 1993). 
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3.2.3 Nivel de efecto nulo (NEN) 

El nivel de e~ecto nulo o de inocuidad es el nivel de dOsis nl~ima q~e no Induce ningún 

signo de toxicidad en las especies de animales que se han_ ~nali,zado; En general, este 

nivel. se. selecciona a partir de un estudio a largo plazo. Sin embargo,· ciertos signos de 

toxicidad patógena se pueden demostrar en estudios a corto pÍazo. 

El. NEN no es necesariamente un nivel absolutamente inocuo; sino -~no de ·efecto~ "no 

observados•. 

Por otra parte. ciertos efectos suelen considerarse como fisiológicos, adaptativos o en 

su defecto, "no tóxicos". Por lo tanto estos efectos se excluyen al establecer el NEN. Por 

ejemplo, una disminución del peso corporal puede ser la consecuencia de la redu=ión 

del consumo de alimentos, que a su vez puede ser el resultado del sabor desagradable 

del producto químico. Sin embargo, antes de despreciar estos efectos en la evaluación 

de la toxicidad de un producto químico, debe tenerse cuidado de asegurar que éstas no 

sean manifestaciones de toxicidad (Lu, 1992). 

3.2..4 Factores tóxicos y antinutricionales intrínsecos 

Por su modo de acción, las sustancias nocivas de los alimentos pueden clasificarse en 

2 grandes grupos: 

Las sustancias antlnutritlvas, las cuales tienen un efecto tóxico que disminuye la 

disponibilidad o provocan un pérdida de los nutñentes esenciales, los cuales pueden 

compensarse en un inicio con sumplementación nutritiva. Estas sustancias provocan un 

desequilibño que a la larga determinan la apañción de una patología particular. 

Los tóxicos de los alimentos, que son compuestos que tienen un efecto tóxico sobre el 

organismo que no se compensa por un aporte suplementaño de nutñentes. Su modo de 

acción puede explicarse, sea por su particular reactividad, por un mimetismo molecular de 
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las hormonas. aminoácidos, o en ciertos . casos, por la existencia ·de una información 

genética que favorezca la aparición de una determinada patología (Oerache, 1990). 

3.4 Protelnas 

Las proteinas son macrornoléculas· complejas que forman más del 50 % del peso seco 

de las células, en cuya estructura y función juegan un papel fundamental (Fennema1993). 

Éstas están i:omp~e~tas -p~r ·· ;,,.den,.'s line~l.;s de aminoácidos, unidos por la 
. . ' , 

condensación- del grupo- carboxilo d~ ·uno con el grupo amino de otro para formar lo que 

se conoce "como "enlace peptrdico". Las cadenas de aminoácidos unidos de esta forma se 

conocen como polipéptidos (Bender, 1993). 

3.4.1 Funciones de las protelnas 

Las funciones de las protelnas en el organismo son (Kerschner, 1983): 

1. Construir y reparar los tejidos corporales (ningún otro nutriente puede-hacer esto). 

2. Ayudar al organismo a resistir las enfermedades. 

3. Proporcionar calor y energia. 

4. Contribuir a la produ=ión y secreción de liquides corporales. 

3.4.2 Necesidad de protelnas 

Un gramo de protelna produce 4 calarlas. Un adulto requiere aproximadamente 0.8 

gramos de protelna por kilogramo de peso corporal al dia. Esto es aproximadamente 10% 

del requerimiento calórico diario. Durante los periodos de crecimiento, la necesidad es 

mayor. Un niño requiere de 2 a 3 gramos de proteina por kilogramo de peso corporal y un 

adolescente necesita de 1 a 2 gramos. Numerosas autoridades en la materia consideran 

que el anciana necesita requerimientos proteicos mayores debido a que su organismo no 
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siempre utiliza el nutrielite -de manera eficiente. Muchas condiciones como el embarazo. la 

fiebre, el hlpertiroldismo y las quemaduras extensas, también exigen ingestión proteica 

adicional. Por otro lado, se ha demostrado que la cantidad de protelna que requiere un 

individuo al día depende de la calidad de ésta. 

La pérdida o la deficiencia de proteínas es grave. Una pérdida repentina de protelnas 

como sucede en hemorragias, cirugía o quemaduras, produce un estado de choque. La 

pérdida gradual, ocasionada por lo general por deficiencia alimentaria, puede causar los 

siguientes síntomas: pérdida de peso, edema, piel seca y escamosa, retardo en la 

curación de las heridas y baja resistencia a las infecciones (Kerschner, 1983). 

3.4.3 Fuentes proteicas no convencionales 

Los procedimientos generales más significativos de entre los encaminados a ampliar 

la disponibilidad de las proteínas, tanto para el consumo humano, como para el de los 

animales, consisten en Incrementar la utilización de las leguminosas y otros vegetales 

ricos en proteínas. Las semillas de las leguminosas han sido tradicionalmente consumidas 

por el hombre y constituyen un importante complemento proteico de los cereales y de los 

alimentos feculentos (Fennema, 1993). 

3.4.3.1 Separación y purificación de protelnas en vegetales 

En el caso de los granos de soya destinadas al consumo humano. éstas son primero 

molidas y tratadas posterionnente con un disolvente orgánico (n-hexano) para 

desengrasarlas, bajo condiciones térmicas moderadas, para conservar las propiedades 

funcionales de las protelnas. La harina resultante tiene una riqueza proteica de alrededor 

de 45°/o, la cual se trata como se muestra a continuación para obtener un producto aún 

más rico en protelna (Fennema, 1993): 
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a) Se extraen los carbohldratos solubles (oligosacáridos) y los minerales con agua 

acidificada,· con una mezcla etanol-agua o con agua caliente~ La 'mayo~ parte de la 

proteína de soya permanece insoluble en estas condiciones.-. El_ usO de·. agua 

acidificada al pH correspondiente al punto lsoeléctrico de las.-protE.rna~ constituye, sin 

duda, el procedimiento más adecuado para mln1n1iza~:'::1. c1.;sp1E!g~n11ento, la 

asociación y las pérdidas de propiedades funcionales.· El resultado' es.Ün 'concentrado 

proteico que contiene, tras su deshidratación, alrededor·i:í~'ü;{55·;,¡.75 % de proteína, 

de un 15 a un 25 % de polisacáridos Insolubles, un .fa ~:.;_,\:¡~ ;.ií1~e'~'1es y un 0.3 a 

1.2 o/o de llpldos aproximadamente. 

b) Altemalivamente, las proteínas de la harina desengrasada se solubilizan en agua 

alcalinizada; la disolución se filtra y se centrifuga luego para eliminar los polisacáridos 

insolubles (Incluyendo ra fibra). Los carbohidratos solubles y las sales se eliminan 

después por repreclpitaclón al punto lsoeléctrico (4.5) seguida de la centrifugación y 

lavado de la cuajada proteica. Tras la deshidratación, generalmente por atomización, 

se obtiene un purificado proteico que contiene no menos de un 90 % de proteína. 

Estos purificados son más caros que los concentrados, Incluso en términos de "por 

gramo de proteína", dado el procesado adicional sufrido y los productos químicos 

empleados y porque la recuperación de la proteína inicialmente presente en la harina 

rara vez pasa del 75 %. 

3.4.4 Amino6cldoa 

Son 20 Jos aminoácidos que están implicados en la formación de proteínas y varios 

más los que participan en reacciones metabólicas, pero no son componentes de las 

proteínas. Químicamente todos los aminoácidos tienen la misma estructura básica: un 

grupo amino (-NH2) y un grupo ácido carboxilo (-COOH) unido al mismo átomo de 

carbono (el carbono a.). Lo que difiere entre los aminoácidos es la naturaleZP del otro 
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grupo que está unido al carbono a. En el aminoácido más simple. glicina, hay dos átomos 

de hidrógeno, mientras que en todos los demás aminoácidos hay un átomo de hidrógeno 

y una cadena lateral, que varia en complejidad qulmica desde el simple grupo metilo 

(-CH3 ) de la alanina a las estructuras de anillo aromático de la fenllalanlna, tlroslna y 

triptófano (Bender. 1993). 

3.4.4.1 Aminoácidos esenciales 

De los aminoácidos que componen las protefnas, hay ocho que se consideran 

Indispensables y que es necesario Ingerir en la dieta, ya que el cuerpo es Incapaz de 
. . 

bloslntetlzar1os. Tales aminoácidos esenciales son: leuclna, isoleuclna, llslna, '. treonlna, 

triptófano, vallna, metionina (en ocasiones, sustituible por cistina) y fenilalanlria (a veces 

sustituible por tirosina). En el niño a veces hay que considerar a la hlstidlna y también a la 

arginina (Garcla, 1990). 

A continuación se presentan en el Cuadro 2 las necesidades de aminoácidos esenciales 

sugeridas por la FAO/OMS/ONU (1985): 

Cuadro 2. Necesidades de aminoácidos sugeridas por la FAO/OMS/ONU 

Aminoácidos Necesidades requeridas (g/16 g de Nitrógeno) 

Lactantes Preescolares Edad Adultos 
(2-5 años) escolar 

Hlstidina 2.8 1.9 1.9 1.6 
lsoleuclna 4.6 2.8 2.8 1.3 
Leucina 9.3 6.6 4.4 1.9 
Lisina 6.8 5.8 4.4 1.6 
Metionina+cistina 4.2 2.5 2.2 1.7 
Fenllalanlna+tlroslna 7.2 6.3 2.2 1.9 
Treonina 4.3 3.4 2.8 0.9 
Trlptófano 1.7 1.1 0.9 0.5 
Valina 5.5 3.5 2.5 1.3 
Total incluyendo 46.0 33.9 24.1 12.7 
hlstldina 
Total sin incluir 43.4 32.0 22.2 11.1 
histidina 
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En cuanto a la calidad de una proteína, se comprende que la proteína de un alimento 

que contenga todos los aminoácidos esenciales tendrá más valor que otra que no 

contenga todos. Por otro lado. es importante conocer la cantidad de cada aminoácido, 

pues cuando el organismo fabrica sus propias proteinas sólo podrá fabricarlas mientras 

disponga simultáneamente de todos los aminoácidos necesarios, la fabricación cesará en 

cuanto se acaba aquel del que hay menos. Dicho aminoácido esencial que se encuentra 

en menor concentración en un alimento, se llama aminoácido limitante, esta relación se 

define como calificación química y está determinada por la siguiente expresión (Garcia, 

1990; Martinez, 2001): 

ca= mg de aminoácido en 1g de protefna de prueba 
mg de aminoácido en 1g de proteina de referencia 

El aminoácido limitante de . las proteinas de la leche, productos lácteos, camas, 

pescados y legumbres suele ser la metionina, y el de las protelnas de los cereales, la 

li!:ina (Garcia, 1990). 

17 



4. METODOLOGIA 

La materia prima para el presente trabajo fue la semilla de cacahuanano (G/lrlc/d/a 

sep/um) recolectada en el estado de Guerrero, a la cual se le realizó una inspección 

visual para verificar que no se encontrara dañada flslca o biológicamente.· A continuación 

se presenta en la Figura 2, un diagrama de bloques que ilustra·d;.c.manera·~16bal eldiseño 

experimental: 
1 ~e.m~ll~ de .~~hu':'nano ·· I 

*' Desengrasado con disolvente 

Harina desengrasada de cacahuanano 

Concentrado protelnfco de cacahuanano 

Tóxico 

Tóxico 

Análisis de resuHados 

No Tóxico 

DetennJnación de factores tóxicos 
y antlnutrfcionales 

Proceso de destoxiflcaclón 

Detenninación de fadores 
tóxicos y antlnutrfcionates 

Figura 2. Diagrama de bloques que muestra un panorama global del desarrollo 
experimental del presente trabajo 
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4.1 Desengrasado de la semilla: 

En un molino Thomas Wiley'mod. 4 se fraccionaron alrededor de 3 kg de semilla en 

una malla de. 2 mm. a ·3 mm de tamaño de partlcula. Posteriormente, se desengrasó la 

harina en un disposiÍivo tipo Soxhlet que procesa como miÍlimo 1 kg de material, para lo 

que se ·utiliió :··~~~¡~rio ·~~ado QP Como disolvente. A la harina desengrasada se le eliminó 
. ',., .. _:;·--:'. .. ·:.:: ,. ' 

en su totali~ad ·el disolvente, obteniendo un material con un contenido aproximado de 

59 º~de prÓtelna y 0.5 % de grasa (Martlnez, 2001). 

4.2 Obtención· del concentrado protelnlco de la semma de cacahuanano: 

A partir. de. la harina desengrasada de la semilla de. cacahuanano, se realizó la 

obtención del concentrado protelnlco de acuerd~ a;:·;~quema. most~d~ en la Figura 3. 

Para fines prácticos, a éste se le llamará concent~~do.PiOte.inico_~. 

El procedimiento que aqul se presenta,'iu~ ;!~vado a cabo de acúerdo a un trabajo 
• -- -- • ~---- - ~ .:.,~...,:-~ - - ··:_,.__ _._ -_:.;-:. :;-, ,- •. · - ~ ~- ' - - ,o,- • ' 

previo donde ciicho concentrado (s~gÓ~ E;¡ e'n;..;~;, d;, íc:Jxicidad .;guda p¡,~ vía . oral en 

ratones), se pudo clasificar como un'.:riat~~ial ~~lati,;~ITl~~te inoC:u~ (Martl~~z. 2001). 

Para o~~·~·~er_ suficient~ ~~i·i~~~·~·da·: ·~;~~;ritrS~O ~~~tetr1.ico s~ pr~~sa;~n alrededor 

de 700 gramo,,; ~eha~~a d~s;;rÍ~~S.:.da d~ la semilla de caC<>hu~nano, p~,;cesando de 

1 oo en 1 oo gramos cada vez; 
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Solubilizar la harina desengrasada en 
soluclOn de NaCI 0.2 Nen relación 1:2ol•> 

Ajustar la soluclOn a pH 13.0 
con NaOH 5N 

Agitar por 30 minutos a Oº clDI 

Filtrar a través de tela de pellón 
y ajustar el filtrado a pH 4.0 con HCI SN 

Agitar por 15 minutos a Oº C 1º1 

Centritugar filtrado a 3600 rpm 
por 20 minutos a 0°c<c> 

Eliminar so~~=~~?~~~dy liofilizar el 

CONCENTRADO PROTEINICO 1 

Figura 3. Obtención del concentrado protelnlco 1, donde (a)= Relación harina/ agua; 

(b) = Se utilizó un tÍomogeneizador CAFRAMO mod.RZR1; (c) =Se utilizó una centrifuga 

BECKMAN mod. J2-21; (d) =Se utilizó una liofilizadora LABCONCO mod. 4.5. 
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4.1 Detenninación de protelna cruda en concentrado protelnico: 

Fundamento: 

El método más utilizado para la determinación de protelna en un alimento, es el 

método de Micro Kjeldhal, al cual se le han hecho una serie de modificaciones a fin de 

reducir el tiempo de análisis y mejorar su precisión. El proceso consta de 3 pasos: a) La 

digestión, que es la oxidación de ta materia orgánica por a=ión del ácido sulfúrico y la 

liberación de nitrógeno como sulfato de amonio; b) La destilación del nitrógeno amoniacal 

y c) La titulación de éste con un ácido. A continuación se muestran en la Figura 4 las 

reacciones llevadas a cabo en cada paso: 

Digestión: 

Ma~eria orgánica + H.SO• - . CO~ t.:,: i-i'20 + NH.HSO. + SO, t 
Destilación::· : _ . : _,,/'.:'.:_·_ _ 

NH.t-iso • .._: 2N ... 011.- .•.. -.-~_ Na~so~"~-NH¡:;: 2H20 

NHJ + i'.tzo ~ ~~~'¿)¡f 
3NH.OH + H,803 - (NH.)380,+ 3H20 

ntulación: 

(NH 4)3803 + 3HCI - 3NH.CI + 3H,803 

Figura 4. Reacciones que se llevan a cabo en el proceso global del método de Micro 
Kjeldhal 
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Material y reaCtivos: 

Digestor TECATOR mod. Ab 20/40 

Microdestilador TECATOR AUTO KJELTEC No.1030 

Tubos de digestión especiales TECATOR 

HCl2N 

K,so.(RA) 

Solución de H 20 2 al 30% 

Mezcla digestiva (mezclar por . 30 mln,_;tos 3g de CuS0.•5H20, 300 mL de H,so. 

concentrado y 100 mL de H3PO•) 

Solución de ácido bórico al 1 o/o con Indicadores (disolver 20 g de ácido bórico en 2 L de 

agua destilada, agregar 20 mL de verde bromocresol -100mg en 100 mL de metanol- y 

agregar 14 mL de rojo de metilo -100 mg en 100 mL de metanol-) 

Procedimiento: 

Se pesan de 20 a 30 mg de muestra envueltos en un papel, se agregan O.Sg de 

K,so •• 5 mL de mezcla digestiva y se digieren a 370 • C por 15 minutos. Después se 

retira del digestor y se espera a que se enfríe para ai'\adir 3mL de H,O, al 30% 

y se sigue calentando hasta· que la digestión se complete. Posteriormente se dejan enfriar 

los tubos de nuevo y· se les agregan 25 mL de agua destilada, se coloca el tubo en el 
··----,--; 

mlcrodestilador para· que la digestión y la titulación se efectúen automáticamente. 

Además de Introducir los tubos conteniendo la muestra. se debe preparar de Igual 

manera un control de caselna (20 mg) y un blanco de dextrosa (50 mg), que deben ser 

tratados del mismo modo. 

• Cálculos: 

o/o Nitrógeno= CmL muestra-mL blancolxN"",cmeqlmLlx0.014CgN/megNl x 100 
g muestra 

o/o Proteína= %Nitrógeno x 6.25 
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4.4 Ensayo de toxicidad subcrónica en concentrado proteínico 1: 

Fundamento: 

Los seres humanos están expuestos con mayor· frecuencia a productos qufmicos en 

niveles mucho más bajos de los que realmente son tóxicos en_ una sola exp~si~ión o dosis 

única, sin embargo están expuestos a éstos durante periodos -~· ti~~P()~ m~S largos;_ por lo 

que para evaluar la naturaleza de los efectos tóxicos en· estas··situaciorles se realizan 

estudios de toxicidad a mediano y largo plazo (Derache, 1990). 

• Materiales y reactivos: 

Pel~et (alimento para roedores) 

Concentrado protelnico de cacahuanano 

24 ratones machos de 20 g aprox. de peso 

Rack para ratones con jaulas indlvuales de acero inoxidable con bebederos y comederos 

Balanza granatarta para animales de lat:Íciratorto 

Balanza para pesar el alimento 

Procedimiento: 

1. Selección de los ratones:' 

Para los estudios de toxicidad, generalmente se eligen ratones, por su fácil 

manipulación, porque son ec:Onómicos y se consiguen con facilidad. Para el estudio se 

ocuparon ratones machos de 3 a 4 semanas de edad de la cepa ICR, con un peso 

corporal alrededor de 20 gramos para poder observar su crecimiento durante el 

bioensayo. 
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2. Distribución de los animales: 

Se pesaron los ratones aleatoriamente y se repartieron en jaulas individuales en lotes de 

6 ratones cada uno siguiendo la distribución de la •culebra japonesa· (ANEXO 1). 

3. Preparación de las dietas a probar: 

El concent,_,;do proteínico se incorporó a una harina de pellet cuyo análisis con base 

en materiS seca es el siguiente: 

Prot.;lna ,;:,lnii;.;a .• ; ••...........•••....•.....•.....••..•..•••••..•••••••.........•..•.•••..••.. : .•..•.....•..... 18.0o/o 

Gra~a· minl~~~::.~: ..•.... : ••..•.....•......•...•.......•.....•................•...•••...••.•...•.•..•.••••..•.•.•.. 5.0% . ' - . 

Fibra iriá,;1.:na .• ~ •...•.•••••...•.•••••••...•••..•••••••.•• ; ••..••.•••••...•..........•••••••.••••••••....•..•...••.•. 5.0% 
, . . ' - ~ ., ' ' 

(Alimento para roedores elaborado por Hartan Teklad 20185) 

Considerando que un rató,.; dé 2ó·:g d.;··pesC:. c0;poral consume en promedio 5 g de 

alimento por día y teniendo una d¡;sis m.Klía"d~.~5,000.;Íng/ kg p.c. se hizo el siguiente 

cálculo: 

,--- ·, .. - -

15 g concentrado protelnico X 20 g ratón·,..; 0.3 jfconcentrado proteínico 
1000 g ratón · · · 

0.3 g concentrado protelnlco x 1 día · 0.3 g concentrado pral/ 5 g de aumento 
día 5. g de alimento 

Por lo tanto se incorporaron 0.3 g concentrado en 4.7 g de harina de pelle!, lo que 

equivale a 6.0 o/o concentrado proteínico en ía dieta. 

De esta manera se prepararon las 3 dietas con las siguientes dosis de concentrado 

proteínico: 

1. 7,500 mg/ kg peso corporal 

2. 15,000 mg/ kg peso corporal 

3. 22,500 mg/ kg peso corporal 
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De igual manera se preparó una dieta control con proteína de soya incorporada al 

pellet en una dosis de 15,000 mg/ kg p.c., dado que cuando'se está probando una 

protelna de origen vegetal como la del cacahuanano es importante .utilizar un .control que 

sea del mismo origen. 

En todos los casos, después de Incorporar el concentrado. protelnlco o la protelna de 

soya a la harina de pelle!, se mezcló perfectamente y se. adicionó la cantidad de agua 

necesaria para formar una pasta que permitiera elaborar pequeñas croquetas (o pellets) 

que· fueron secadas a una temperatura de SO a 60 • C para almacenarlas a temperatura 

ambiente durante el bioensayo. 

4. Administración de la dietas y observaciones: 

La administración se realizó durante 32 dlas, llevando el control del agua, el alimento 

consumido y el peso del animal, aproximadamente cada 2 ó 3 dlas, con lo cual se observó 

el incremento en peso y se calculó la eficiencia alimentaria (ANEXO 2). Finalmente se 

determinaron los parámetros hematológicos y la relación porcentual de algunos órganos 

al término del bioensayo (Gay, 1965; Conca, 1995; Derelanks and Hollinger, 1995; 

Paredes, 2001). 

Igualmente, se evaluaron los síntomas clínicos que generalmente se observan en un 
- . - - , -

ensayo de toxicidad, :·ag~da::·-,lordosis, xifosis; ataxia, piloerección, erección caudal, 

agresividad, aletargamineto, exitaci6n, disnea, cianosis e hipotermia. 

Análisis estadlstlco: 

Al término del bioensayo se realizó el análisis estadlstico con los resultados arrojados 

durante el experimento. Se realizó el análisis de varianza al 95 % de confianza y las 

pruebas de rango múltiple (Prueba de Duncan) correspondientes (Montgomery, 1991). 
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4.5 Determinación de factores tóxicos y antinutricionales en concentrado proteínico 

1: 

Se determinaron los factores tóxicos y antinutricionales que pudiera contener el 

concentrado proteínico de acuerdo a algunos estudios realizados anteriormente al 

cacahuanano: canavanina, cumarina (tóxicos) y ácido fftico (antinutricional) (Griffiths, 

1961; Martinez, 2001). 

4.5.1 Canavanlna: 

• Fundamento: 

La metodologla empleada fue la propuesta por Fearon y Bell (Fearon and Bell, 1955) 

con algunas modificaciones (Rosenthal, 19n).: Ésta se basa. en que los =mpuestos que 

tienen et grupo ""guantdoxi~ como ra ca-rlSvárli'1a-:~r:e~céi01lan COn:·_er .~eactiVO específico de 

pentacianoaminoterrato, prod~C:ie~do G~c c~1or ~i~ -magenta .01. t[~t>ái~r en· un· rango bien 

definido de pH (6.~7.0). l..a · .,.;l~~b1~~ .obtenida' se lee en un· espE!ctr~f.:,tómetro a una 

longitud de onda de 550 nm. 

• Material y reactivos: 

Parrilla de calentamiento y agitación mú~ple THERMOLYNE mod. SP-13025 

Potenciómetro CORNING mod. 430 

Baño de temperatura controlada GRANT mod. LR-22493 

Espectrofotómetro SEQUOIA-TURNER mod. 340 

Agitador mecánico tipo Vortex LAB-LINE mod. 1192 

HCI 0.1N 

NaOH 1N 

Sal sulfatada de canavanina (SIGMA C-9758) 
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Solución estándar de canavanina (100µg/mL) 

Amortiguador de fosfatos pH 7.0 

NaOH 5N 

Pentacianoaminoferrato al 1 o/o (PCAF) 

• Procedimiento: 

A 100-150 mg d~ mue.stra. finam~nte molida y desengrasada, se le agregan 20 mL de 

HCI 0.1 N para reali~;_r la exiracción .durante toda una noche a 200 r.p.m. 

Al día siguiente, sé~ltráel e~raét~ sob;e papei filtro doble (Whatman #4 o equivalente) 

con ayuda de vacíe:>. e1'fl¡~~~ ~.; .;,justa a .. ~ ~i-1 cerca de la neutralidad (6.5-7.0) con 

NaOH 1N. En caso de qÚe:;... fo~~·un'pre~i~i~~o o_se enturbie la solución, conviene 

filtrar nuevamente y el filtrado .;.¡J~t;,do se lleva a u~ volúmen de 25 mL 

De ~sta sol~ción se t~~~~ ; ~l;c...,~i.:,~ '~~ Q':~ ~l.. e/u, .;. las cu'ales se le adicionan 9.1 

mL de buffer p~_7.0 y~.4 ~L d~~6~F,.seli~y;,;~'~~ u~ bai'\o de 30ºC por espacio de 25 

minutos.Después de. dici;~' i1e;:.;po ;~e ~'.:Oced'.. a leer la coloración obtenida en un 

espectrofotÓmetro a.un.i longitud d;. ~nda de 550 nm. 

• Cálculos: 

Para la realización de los cálculos es necesario correr un curva patrón que tenga una 

concentración de 0-300 µg de canavanina, como se muestra en el Cuadro 3: 
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Cuadro 3. Curva patrón para ta determinación cotorimétrica de canavanina. 

Concentración Solución Amortiguador ~ 
de canavanina estándar eH7.0jml) jmL) 

o o.o 9.6 0.4 
lblanco\ 

20 0.2 9.4 0.4 

50 0.5 9.1 0.4 Incubación Lectura 

100 1.0 8.6 0.4 30"C a 

150 1.5 8.1 0.4 
25mln. 550nm 

200 2.0 7.6 0.4 

300 3.0 6.6 0.4 

Mediante la ecuación .de la Hnea recta obtenida con los datos de la. curva patrón, se 

detem\lna el contenido de ·canavanlna y se reporta como porcentaje de canavanlna. 

4.5.2 Compuestos.cumañnlcos: .· 

• Fundamento: 

De acuerdo a la estructura base de las cumarinas (Kang et al, 2001) se toma en 

cuenta su solubilidad en una mezcla de clorofom\o/metanol para su extracción y una vez 

obtenido el extracto se realizan las pruebas respectivas de cromatografía en placa, IR, 

RMN y cromatografía de gases para su idenliffcaclón. 
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• Material y reacticos: 

Parrilla de calentamiento y agitación múltiple THERMOL YNE mod. SP-13025 

Rotavapor Büchi RE 111 

Cromatofolios MERCK Macherey-NAGEL de placa fina con indicador de fluorescencia 

Cámara de eiución 

Lámpara UV Electroline Modelo CM10 

Espectrofotómetro IR Perkin-Elmer 283-B 

Espectrofotómetro RMN Analítico Variant XR-300 de 300 MHz 

Disolvente: CDC'3 

Referencia Interna: TMS 

Cromatógrafo de gases Hewlett Packard Modelo 5890 Serie 11 

Columna capilar (de uso nonnal) HP-.5MS (5 % Metil fenil sllicona) 

Gas acarreador. Helio de alta pureza (30cm/seg) 

Mezcla clorofonno/metanol (80% cloroformo / 20%metanol) 

Mezcla hexano/AcOEt (hexano 80% / AcOEt 20%) 

• Procedimiento: 

A 5 g de muestra finamente molida y desengrasada se le agregan 50 mL de una 

mezcla de cloroformo/ metano! (4:1) y se somete a una agitación de 300 r.p.m durante 2 

horas. Esta mezcla es filtrada descartando el sólido, el líquido es tratado en el rotavapor 

para evapor.i~ ia mezcla de disolventes a una temperatura de 50ºC, a la sustancia sólida 

obtenida se le hace una cromatografia en placa (Eluyente: mezcla hexano 80% / AcOEt 

20%), se obtiene su espectro de IR, RMN y Cromatografía de gases. 
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4.5.3 Ácido fítico: 

• Fundamento: 

La metodología empleada es la propuesta por Haug y Lantzsch, la cual se basa en la 

determinación .. colorimétrica indirecta del fósforo del fitato presente en la muestra. El 

extracto' de:- Ja muestra es calentado con una solución acidificada de concentración 

conocida de Fe(lll) en exceso, el cual forma un complejo con el fitato. Se cuantifica el 

Fe(lll) resid.~al que el ácido fltico no alcanza a complejar mediante una reacción colorida 

con .. la 2, 2~blpiridina, fácilmente medible espectrofotométricamente (Haug and Lantzch, 

1983). 

• Material y reactivos: 

Parrilla de calentamiento y agitación múltiple THERMOLYNE mod. SP-13025 

Centrifuga CLAY-ADAMS, DINAC,... 

Tubos para centrifuga con tapón 

Vórtex LAB-LINE mod. 1192 

Espectrofotómetro SEQUOIA-TURNER mod. 340 

HCI 0.2N 

Sulfato férrico de amonio•12H20 

Ácido tiogllcóllco 

Fitato de sodio 

Solución férrica {pesar 0.2 g de sulfato férrico de amonio*12H20, disolver en 100 mL de 

HCI 0.2N y aforar a 1 L con agua desionizada) 

Solución de 2,2-bipiridina (pesar 1 g de 2,2-bipiridina, medir 1 ""!L. de ácido tioglicólico y 

aforar a 100 mL con agua desionizada) 

Solución estádar de filatos 1.5 mg/ mL (se utiliza la sal sódica del ácido fitlco, la CÚal tiene 

una pureza de 94% y una humedad de 8.3%, por lo que hay que pesar 0.1714 g de fitato 

de sodio y aforar a 100 mL con agua desionizada) 
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• Procedimiento: 

Se pesan de 0.04 a 0.12 g de muestra finamente molida y desengrasada y se le 

adicionan 20 mL de HCI 0.2N,"para someter a una agitación mecánica a temperatura 

ambiente durante 20 minutos (300 r.p.m); 
. -o: .'::e,;_.: . ·-:-·:· 

Una vez transcurrido el tiemp.;;, .:.1 "éXiraCto se centrlfug;,i a 3000 r.p.m durante 15 

minutos a tempe;...tu;,, a'mbl .. nte 'y ~13C:C>'~~'~{s.()~~e,~~-d~~t~}·; • ...... 
Obtenido el extracto d.:, la .n;:i,,;.;ti;;:~e t;;;:;;a ¿,~',i' á'fr~ü(;'!;:, de.1 mL que se coloca en un 

tubo de ensayo, sead;~io~á;mL dé ~';,¡~~;¿~;;~';J: J'~~'.~~~"c:<),; i.ma canica. 

A partir de estec~~so ~~rá iá ~;;_\d~;d~ ~n blan.d.¿y·de los estándares, se toma 1mL 
~' . - \. ' . " . - -· 

de agua (pa~ <.'1 blari'~>· y ~·.,; .,;;¡da 'un~ d.,; 1a's estándares (3-30 µg P/ ,;,'L) y se sigue con 
,, .-... " .>: __ ', 

el análisis desde el puriíéi a'níerior. 
j • • • , • • 

Los tubos. se poneri, '..~'._;ri b-;,ño de agua a ebullición por 30 minutos cuidando que el 

agua cubra totalmerite.el nlvel .. dél liquido dentro de los tubos. 
'.- -- .. : -. ~-:·· ·- . - ~ 

Transcurridos los 3.0 minutos hay que esperar que los tubos se enfríen. Una vez que 

han alcanzado la temperatura ambiente, se les agregan 2 mL de solución de 2,2-bipiridlna 

y se mezcla perfectame~te el contenido . 
.. -,-:-:--: 

Se mide 1a·_absorbancla a 519 nm a los 30 segundos exactos después de haber 

agregado la 2,2-blpi.ridÍna a cada tubo. Se utiliza una celda con agua desionizada para 

calibrar el espectrofotómetro en cero y después se lee la absorbencia del blanco, la de las 

muestras problema y los. estándares. A cada una de éstas se le resta por separado el 

blanco para asl o~ten~r ·'ª absorbancla corregida respectiva. 
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• Cálculos: 

Las soluciones ·de Ja Curva patrón. se preparan diluyendo la solución de referencia de 

fitato con HCI 0.2,N en un rango de 3-30 µg fósforo fítico/ mL. 

El fitato de sodio y/o ácido fitico contienen 6 átomos de fósforo (peso m'olecular=30.97 

g/mol), por loq~e ~ ~;~:~7= 185.82 g de P/ mol. El peso molecular del áéido fítico es de 

660 g/ mol y el pesó' ma'1~.;ular dél f"ltató de sodio es de 923.8 g/ nio1.'i..a solución patión 

contiene 1.5 md d~ ~;~t.;1111.:; o sea: 

' 

185.82 ug P 
·. , 9~3,8 µg fitato de sodio 

Se realiza la curva patrón de acuerdo al Cuadro 4, con la regresión lineal se interpolan 

los datos y se obtiene la concentración del analito presente en la muestra como 

porcentaje de ácido fitlco o fítato. 

Cuadro 4. Curva patrón para la detennlnación colorimétrica de ácido fltico • 

.Tut!g mL de solución estándar Aforar a ¡mL) Concentración 
(301.72 !!SI P/ mL¡ final !!SI PI mL 

1 1 100 3.0172 

2 2 100 6.0344 

3 4 100 12.0688 

4 6 100 18.1032 

5 8 100 24.1376 

6 10 100 30.1720 
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4.6 Proceso de destoxificación (obtención del concentrado proteinico 2): 

Para la destoxificación .de. la fracción protefnica de cacahuanano se utilizó otro 

procedimiento para la obtención de un nuevo concentrado, el cual Se muestra en la Figura 

5 y se llamará concentrado proteínico 2 (Ordói'lez et al, 2001 ): 

Solubilizar la harina desengrasada 
en Blsulfito de sodio al 0.25 ºlo 

en relación 1:101•> 

Ajustar la solución a pH 10.5 con KOH O.SN 

Agitar por 1 hora a 60 .. C 1º1 

¡ 
Filtrar a través de tela de pellón 

y ajustar filtrado a pH 4.5 con H 3 P04 O.SN 

Centrifugar filtrado a 5000 rpm 
por 20 minutos a temperatura ambiente«c> 

Eliminar sobrenadante y lavar con agua 
destilada el precipitado 3 veces en ta 

centrifuga con las mismas condiciones 

Secar precipitado durante 24 hrs.a 25ºC 

CONCENTRADO PROTEINICO 2 

Figura 5. Obtención del concentrado proteínico 2, donde (a) = Relación harina/ agua; 

(b) = Se utilizó una parrilla de calentamiento y agitación múltiple THERMOL YNE mod. SP-

13025; (c) =Se utilizó una centrifuga BECKMAN mod. J2-21; (d) =Se utilizó un hamo LAB­

LINE Imperial 111. 
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Posterior a la destoxificaci6n del concentrado proteínico, se procedió igual que en el 

caso anterior. -. con la determinBción de proteína -y la verificación de la inocuidad del 

material. para airo se.realizó la det0rininación de factores tóxicos y antinutricionales según 

la metodologia ya expuesta.en los puntos 4.3 y 4.5 . 

. ··:·: 
4.7 CuantificaciÓn ··de·.: aminoácidos, detenninación de Triptófano y calificación 

qui mica: 

A continuación se presenta de manera breve la metodologia que se utilizó para la 

cuantificación de aminoácidos. la determinación de Tr!ptófano y el cálculo que se realizó 

para obtener la calificación quimica. 

4.7.1 Cuantificación de aminoácidos: 

La cuantificación. de aminoácidos se hizo por cromatografía de líquidos de alta 

resolución-fase reversa (HPLC-RP). · 

• Fundamento: 

La cuantificación de aminoácidos se ha llevado a cabo tradicionalmente utilizando 

resinas de intercambio iónlco. previa hidrólisis de la protelna. Después de la separación 

cromatográfica los aminoácidos se hacen reaccionar con ninhidrina para poder detectarlos 

color!métr!camente (der!vatización post-columna) (Lucas y Sotelo. 1982; Nollet, 1992).En 

la actualidad, las características de los métodos basados en HPLC (High Performance 

Llquid Cromatography) han permitido que éstos se impongan dada su mayor rapidez y 

sensibilidad (Alegria et al, 1998). Debido a la polaridad de los aminoácidos y a la ausencia 

de un cromóforo en la mayoría de ellos, la fonnación de un derivado antes del análisis por 
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HPLC de fase reversa es necesaria (derivatización pre-columna). Los derivados formados 

con 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinim1dil carbamato son estables y permiten incrementar 

la precisión y sensibilidad del análisis (Dlaz et al, 1996). 

Material y reactivos: 

Hidrólisis 

Estación de trabajo Pico Tag, Waters 

Viales de rea=ión de la estación de trabajo Pico Tag 

Bomba de alto vacio RVB, Edwars 

Refrigerante tipo dedo frio 

Tubos de ensaye de 4 X 50 mm, Comlng 

Cortador de vidrio o marcador indeleble 

Micropipeta y puntas (200-1000 µL), Finnipipette 

Vórtex Super Mixer modelo 1290, Lab-line 

Agua destilada y desionizada 

Hielo seco 

Metanol grado O.P. 

Nitrógeno de alta pureza lnfra 

HCI 6N, 0.1 o/o de fenol 

Preparación de la muestra 

Micropipeta y puntas (50-200 µL), Finnipipette 

Pipeta Pasteur 

Vórtex Super Mixer modelo 1290, Lab-llne 

Matraz aforado 5 mL 

Jeringas 10 mL 

Acrodisco de Nylon, 0.22 µm de tamailo de poro y 13 mm de diámetro, Gelman 

Tubos de ensaye de 10 x 70 mm, Pirex 

Cartucho Sep Pack C 1a Classic, Waters 

Nor1eucina 5mM-HCM 10 mM 

Acetonitrilo: Agua 20:80 

Acetonitrilo grado HPLC, JT-Baker 

Agua destilada y desionizada 
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Derivatización 

Tubos de ensaye ~de 4 x ~O.mm, Coming 

Parrilla de calentamiento, Stirrer/Hot. Plata Coming, con baño de agua a 55 º C 

Micropipeta·y puntas (50-200 Í>L)~ Finnipipette 

Mlcropipeta y puntas (10~1000 µL). Finnipipette 

VórtexSup;;,r Mixer.modelo 1-290, Lab-line 

Parafilm 

Estándar de a-minoécidos H 2.5 mM, excepto Cistina: 1.25 mM, Pierce 

Acetonltrilo: ·(Aé~Ó .. Fluor reagent diluent, vial 28), 6-aminoquinolil-N-hidroxisu=inimidil 

carba.mato_ (AccQ Fluor reagent, vial 2A) y buffer de boratos (AccQ Fluor Borate Buffer, 

reactivo 1), Waters 

Análisis cromatográflco 

Sistema de entrega de disolventes, modelo 510, Waters 

Inyector Rheodyne con loop de 20 µL 

Jeringa para HPLC 25 11L, Hamilton 

Detector UV-Vis Waters 486, Waters 

Horno y unidad de control de temperatura modelo 111, Waters 

Controlador automático de gradiente modelo 680, Waters 

Adquisición e integración de datos Chromjet, modelo 54076, Waters 

Sistema de filtración a vacío, Millipore 

Filtro de tamaño de poro 0.45µm tipo HA, Millipore 

Filtro de tamaño de poro 0.22 µm tipo GV, Millipore 

Filtro pre-columna en linea, Waters 

Columna AccQ-Tag Nova Pak C 18, tamaño de partícula 4µm, de 3.9 mm x 150 mm, 

Waters 

A=Q Tag concentrado A (buffer acuoso de acetatos y fosfatos), Waters 

Acetonitrilo grado HPLC, JT Baker 

Agua destilada y desionizada 
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Procedimiento (para muestras con más de 20% de protelna): 

1. Hidrólisis de-la muestra 

Inicialmente, se prepara la estación de trabajo depositando hielo seco en el recipiente 

del refrigerante tipo dedó
0

.frio y ITletanol. s¿flciente para· CÚbrir el hielo. Se verifica que los 

controles de vacío y'~itri~e~o s;'.;n~ue~~erí'bren c:E>~ádos. Se enciende la bomba de 

vacío h,;sta ~ue Ía ~~sr~~ ~#d~SO ~;7o'iriiniorr.La'~~esr;;~ d~ saUda del Nitrógeno no 

debe exceder d .. 0.3 k~ í ~m>?f>'artip;~;;..-;:.o~ .. ;; rTiL.é-;.'trí;, se ;;.o;..;n 10 mg de muestra seca 

y desengrasada e~' J~ itit'.x,: de '4 ~ ~o ~rn. si agrega uria gota de agua y se agita por 
, ·-'- '·' ·-._ - . - . . 

unos segundos para hidratar por completo la muestra y distribuirla en las paredes del 

tubo. La_ muestra debe ser preparada (Nitrógeno y vacío) y después se realiza la hldrólisfs 

con 200 µL de HCI 6N, 0.1% fenor en fase de vapor, a 145 • C durante 4 horas. Posterior 

a esto, se deja enfriar y se elimina el exceso de HCI con ayuda de vacío. 

2. Cuantfflcacfón de aminoácidos por HPLC de fase reversa 

• Rehldratación del hidrolizado y preparación de la muestra (purificación y filtración) 

Para llevar a cabo este paso es necesario rehidratar el hidronzado agregando 100µL 

de norleucina 5mM-HCI 10 mM (el primero como estándar Interno y el HCI para 

rehfdratar), aforar a 5 mL después de lavar con acetonltrilio al 20 %, purificar con la ayuda 

de un cartucho Sep Pak C 1a (activado) y filtrar a través de un acrodlsco de nylon, 

desechando las 3 ó 5 primeras gotas y recuperando el resto del cual será tomada la 

alícuota para derivatizar los aminoácidos. 

• Oerivatización: 

a) ReconstituciÓn._de AOC:_Se enjuaga la punta de una micropipeta de 1000 µL tomando 

1000 µL del r.:.adi~o d;i dil¿cÍón AOC (vi~I 28) y desechándolos para después transferir 

1000 µL del mismo reactivo (vial 28) para reconstituir el reactivo de derivatización (vial 
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2A). Se cierra, se agita y se calienta el vial 2A en la parrilla con baño a 55 • C hasta la 

disolución del reactivo de derivatización. 
. . 

b) Preparación de un estándar de:aminoácidos: se mezclan 80 µL de.la solución stock 

de aminoácidos (2.5. mM) cofl- 2o ·µL d.;, norfeucina 5mM-HCI 1 OmM y. 900 . µL de agua 

purificada para obtener un está:~da~ ~ ... ;1;6 amin~ácidbs d~ concent;:,,ción ~-~ mM (cistlna 
, ,.__ .;_» ·:,:~:._:.; __ ;·;_>::,:.\ .... >" ·.:·_:--·. 

0.1 mM) con 0;1mM de noi1éüCina como e·stándarlntemo. 

e) Derivatlzació~ de amin'~ác:i~~s:"se d.;p~sltan 1 o µL del estándar de. ami~bácidos o de 

la niuestra purificd.d~~;,Í~~~:;~~n tub~, se agregan 70 µL de buffer de boratos (re;,ctivo 
·-;~:,~ ' 

1) y se agita'el tUbo.::10 segundos. Se agregan 20 µL del reactivo de derivatización ya 

reconstit¿ido (vial t.)·~ ~~~irn~~te se agita por un minuto para des pué~ l~trodl,dirto en. el 
~ -_. ' ·. --- ,.~. . -· :·, : ,· .. _, -· - :-. . . _;. ·- -. ,-, ·-' .... -' 

baño a 55 ~ e d¿~nt~ .1 o rfl¡~;_,tos. Se deja enfriar para proseguir con el ~ro~dirnÍento. -- - , . . , - -

• Análisis cror'1atográfico: 

a) Preparación de fase móvil (A y B) 

Buffer acetatos-ácido f;,sfórico (fase A): Se diluyen 100_ mL de concentrado A hasta 

1000 mL con agua purificaday semtraa vacío (filtro o.45 !lN(ti~~ HA), ;:.;,,;nteniendo el 

vacío 5 minutos despué~ p·~ra d~Sga~itiCa_r. 

Acetonitrilo: agu.;60:40 (taS.._é): en,uria probeÍa de ··1000 mL se vierten 600 mL de 

acetonitrilo grado HPLC,'se-añade~:-4s5.'ITii..::·~~O:;,¡~Ü~~Jrificada y después de que ha 
,_ i, ~ ~- , ;:· 

salido el aire se ajusta;, -i()Qo_mL-;;on ,¡9;_,;,'~;_,¡:¡f;c;.;;ci;.~ Se filtra y desgasifica de la misma 

manera que la fase A(fü1ro_o:22· µm tip(, GV)> 

b) Instalación del HPLC. 

El sistema de análisis cromatográfico debe. _instalarse cuidando que las conexiones 

de la tubería sean adecuadas para no deformar los picos de los aminogramas por la 

formación de volúmenes muertos. La columna debe de conectarse en la dire=ión que 

indique su etiqueta de identificación. 
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c) Acondicionamiento del equipo 

Se enciende el equipo después de asegurar que hay fase móvil suficiente (A y B) en 

cada una de las 2 bombas. Se acondiciona el equipo de acuerdo al Cuadro 5: 

Cuadro 5. Acondicionamiento del equipo 

Tiempo º/o fase A º/o fase e Flujo 
(minutos) (mL I minuto) 

Inicio o 100 o 
5 o 100 1 

40 o 100 1 

45 100 o 1 

60 100 o 1 

Cuando transcurran 10 minutos, se enciende el controlador de temperatura (37 • C) 

y el detector de UV-Vls (:l.=254 nm, filtro 0.5 y sensibilidad 0.05) para después ajustar a 

cero. 

d) Gradiente de separación y cuantificación de aminoácidos 

Listo el acondicionamiento, se inicia el gradiente con el cual se efectuará la 

separación y cuantificación de los derivados de los aminoácidos ·y . se enciende el 

registrador estableciendo las condiciones adecuadas (velocidad del papel: 0.5 cm por 

minuto; ancho de pico: PW 3; atenuación: atten 128 o 256). Se Inyectan de 5 a 20 µL de 

muestra o 5 µL de estándar de aminoácidos (0.2 mM), el tiempo de corrida será de 55 

minutos. 
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e) Cálculo del contenido de aminoácid.os en g/16 g N 

Se calcula el contenido de cada uno de los 17 aminoácidos (g aminoácido/ 16 g N) 

con la siguiente ecuación: 

1.6 X [ (A ªª I A n-leu) ;,,tra X (A n-leu I Aªª ) std X Cstd X a X p.M.] / [mg mtra X.% NJ 

dondeAaa~ér~a del aml~oécidodado; A n-leu=érea de norleu~naimtra~:nl~ 0muestr.;; sld= en el 
estándar; Cstd=concentraclón del aminoácido dado en el estándar;. a= aforo del hldrollzado;P.M.=peso 
molecular del aminoácido dado; mg mtra= cantidad de muest~a en mg;:%N=.:p~r~e_ntaj~--~~ nitrógeno en la 
muestra seca desengrasada - · · · ' · 

4.7.2 Determinación de Triptófano: 

Fundamento: 

El Triptófano es el único aminoácido que no se puede dete;:,,,inar con]Úntamente en 

HPLC, ya que la hidrólisis ácida destruye este a~inoá~d~; p~r loqu~ s~ :¡;~rre a una 
-. :· .. ·' ··.-.·: . .. · _.'. _.i 

hidrólisis alcalina con LiOH 4N a una temperatura ~e 14~ºC e':' u_':' digestor, TECATOR 
. - - . . . 

mod. ab 20/40._ EO_I hidrolizado ajustado a un pH de 6.8 :!: 0.2, se lleva a unv_o~umen final de 

25 mL y se cuantifica ei'aminoácldo por medio de una técnica colorimétrica .en donde se 

aprovecha que el anillo de indol de los residuos de Tript6fano dan un compuesto colorido 

con p-dimetilamino benzaldehldo (Lucas and Sotelo, 1982; Rao et al,.1974). -

Material y reactivos: 

Espectrofotómetro SEQUOIA-TURNER mod. 340 

Vortex LAB-LINE mod. 1192 

HCI concentrado 

Solución estándar de Tript6fano 0.05 % mg / mL 

Solución de p-dimetilamino benzaldehldo al 0.5 % en HCI concentrado (DMAB) 

Nitrito de sodio al 0.2 % 
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Procedimiento: 

Se toman del hidrolizado 3 aUcuotas de 2 mL cada una. A uno de los tubos se le 

adicionan 7.5 mL de HCI concentrado (blanco de la muestra), en tanto que a los otros dos 

se les agregan 7.5 mL de DMAB, se agitan y se dejan 15 .minutos en reposo en la 

oscuridad. 

Después de este tiempo; a 1;,~·¡f~~:tubosse les pone 0.5 mL de nitrito de sodio a cada 

uno, se agitan y se deján;,t;os 1S ,,,',~~tris e~repciso. Fina;rrÍént~ se 1.ee a 590 nm contra el 

blanco. 

Cálculos: 

Se hace una cúrva está~dar de o a 1 oO µg tomando o, 0.4, o.a, 1.2; 1.6 y 2 mL de la 
' ' ' . '' 0 ' ' ' 

solución estándar,: se aforan los tubos con' agua destilada a 2 mL y se adicionan 7.5 mL 

de OMAB, se agita~ y ~~ dej~~ 15 ~1~út6's ~~ la ;,scu'ridad: 

Posterior. a esto, se agregan 0.5 mL de nitrit.;· de':·sodio; .se agitan y se dejan 

nuevamente 1 S minutos en reposo. Se lee a s9Ó nm contra ei blanco. 

Finalmente. se en g Triptófano / 100 g N (16 .g N)0 tomando en cuenta el aforo y la 

dilución usada, asi como el porcentaje de proteína en la m.uestra. 
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4.7.3 Calificación quimlca: 

• Fundamento: 

Se basa en señalar. la.cantidad del aminoácido indispensable que está en mayor 

deficiencia en '1a protEliri~ estudi.Ída alccmpa~rla ccn el nivel pre'sent~ en ,:ma proteina 

de referenCia·:. En· ·este ·caso 'se' toma· como• referencia .1as necesidades de aminoácidos 

sugeridas porra FAÓ. ~l ·~;.,i~.:J.ci'é!.;que se e~cü'entra en menor ca~tlda~ con respecto al 

estándar, es el a,.;,inoácid~ limitan.te, puesto q~EI determina la Ütilidact de . la protaina 

(Alva..;do, 19~~). 

•Cálculos: 

La calificación quimica ·· para cada aminoácido se calcula mediante la siguiente 

relación, donde el porcentaje de aminoácidos se expresa como g aminoácido/100 g de 

proteína: 

CQ = % aminoácido problema X 100 
% aminoácido estándar 
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4.8 Ensayo de toxicidad aguda con concentrado proteínico 2: 

Este ensayo se realiza como procedimiento en la determinación de la inocuidad del 

material, es necesario realizarte antes de volver a evaluar la toxicidad subcrónica. 

• Fundamento: 

Los estudios de toxicidad aguda implican una sola administración. de la. sustancia 

quimica y la observación de los efectos tóxicos adversos en un periodo .. dé' 24 horas 
' ' ' 

(Derache, 1990). Cuando una sustancia es tóxica, déspués d ... '1a penetración al . - . ' . 

organismo a dosis relativamente elevadas, prevo~' ~sto~os de una o vanas funciones 

que pueden 11égar hasta la muerte. 

• Material y reactivos: 

Ratones machos cepa ICR de 15 a 17 g de peso 

Jaulas de acrillco para ratones con comederos y bebederos 

Jeringas hipodérmicas de 1.0 mL 

Agujas especiales para la administración oral 

Balanza granataria para animales de laboratorio 

Marcadores indelebles 

Concentrado proteinico 2 

Goma guar al 0.2% 
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• Procedimiento: 

1. Distribución de los animales: 

Se suprinlió el Snmento a los animales una noche anterior al comienzo del bioensayo y 

solamente se les proporcionó agua "'ad libitum·, ya que la administración se debe realizar 

con 12 horas de ayuno.- Una vez pasado el ayuno, los ratones fueron pesados y 

marcados, para después repartirlos en diferentes lotes de acuerdo a la distribución de 

"culebra japonesa" (ANEXO 1). 

2. Preparación de la muestra: 

Para la administración por _vía oral se requiere de un medio portador o vehículo para 

disolver o suspender el tóxico -(dicho medio ~o d~be interferir en lapru~ba). -En este caso 

se utilizó goma guar _a1-_o.2.%,:ya·.ql.lé •• en'ésta-se.·sus¡;'.enc:li6.•adeéUadamente el 
-- :: " . - -..,_~< 

concentrado proteínico .de eacahuanano (la suspensión debe prepararse al mom-ento de la 
. .:. . . ,-;., . 

administración). 

3. Dosificación: 

Para la ··CiOS¡fi(:aCión se- debe a-dministrar un volumen que sea lo sUficientemente 

grande para medirlo con facilidad pero a su vez no demasiado para que no produzca 

traumatismo .i1··.;-nl;,.,a1.: El volumen máximo permitido en administración por vía oral en 

ratones es ~~:.:~·.g-rn-L, por lo que si se define 1D como la dosificación de 0.01 ml/ g de 

peso corporal, entonces se puede administrar hasta una dosificación de 5D (5 x 0.01 x 20 

g p.c.= 1mL). En este estudio se realizó la administración de una dosis de 15,000 mg/ kg 

p.c., la cual _se encuentra entre Jos limites de una sustancia que se considera como 

prácticamente no tóxica y relativamente inocua. Como referencia se utilizó un control sin 

concentrado proteínico ( se administró únicamente el vehículo, que fue goma guar al 

0.2%). 
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La dosificación seleccionada fue de 50 (0.05 mU 1g p.c.), por lo que se preparó una 

suspensión de la siguíente manera: 

- • •• ¡ . . 

15 ooo mq Co.ncentradO ~ ·1s OOó mCi ~rl~~tra'dO = 15 mg concentrado 
1 kg p.c. animal· ,;1000_ ¡;¡ p:c:.~ni':""I 1 g p.c. animal 

- \· 
.. 

1 s ma ~n~nt~dO X' 1·;a- t.;-~;- a·~"irTl~1 ~ -300 ma concentrado 
1 g p.c., a ni.mal ,.. ·, ,, · •o.os_ ~-LJ::' mL 

.' ;~: <:_\~:::;_ . -· 
~'.{¡·~ ,"' 

Asi mis~o. se re~u~Ó:,~~rri)ot<ici,,:; ~n~d.;sificación más alta de 22,soo mg I kg p.c., para 

la cual también ~;.'i'.tm~61;;.'cio'~1~ s'o; .. 

22.500 !!lg concentrad.;;: 22 500 !!lg eo-.;c:er;trado = 22.5 mg concentrado 
_1 kg p.c. anim"I ··• •. 1000 g p.c. a_ni.':"al 1 g p.c. animal 

' .·, .. -· ., . 

22.s mg con~~n~~do X 1 a e.e. a~i"1a1 ·=1·45~ ~g concentrado 
1 g p.c. animal 0.05 mL· mL 

4. Observaciones: 

Una vez administrado el concentrado,. se restituyó el alimento y se observó el 

comportamiento de los animales .,;.c1a ~¡;;:.;''durante las 10 primeras horas, después a las 

24 horas y finalmente a las 48 ho~s.º "C,~;:.,nte el bloensayo, es importante anotar la 
·, '-: .· 

mortalidad de cada lote y evalúa~ las características clínicas como lordosis, xifosis, ataxia, 

piloerección, erección caudal. aQr8Sividad,, aletargamiento, exitación, disnea, cianosis e 

hipotermia, las cuales han sido descritas anteriormente (ANEXO 3). 
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4.9 Ensayo de toxicidad subcrónica con concentrado proteínico 2: 

Se realizó el bioensayo en las mismas condiciones que en el caso anterior. con dietas 

del concentrado proteínico 2 al mismo nivel que con el concentrado proteínico 1, el mismo 

número de ratones en cada lote y un control con proteína de soya, con la única diferencia 

que la duración de este bioensayo se disminuyó de 32 a 28 di as*. 

•et bloensayo de toxicidad subcrOnica con concentrado proternlco 2. a diferencia del anterior, se realizó en 28 
dras ya que se dlsponra de poco material. Ambos tiempos de duración se encuentran dentro de lo 
est~blecldo para bloensayos de toxicidad subaguda (Repetto, 1991). 
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5.RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Obtención de concentrado proteinlco 1: 

A continuación se muestra en el Cuadro 6 el porcentaje de prote.ína en el conce.ntrado 

proteínico y el rendimiento en la obtención de éste. La determinación de· proteína se 

realizó por cuadriplicado dando un 77. 75 o/o de proteína, lo. qu·~ ·quier.:.· decir q~~ ·alrededor 

del 22% corresponde a compuestos· diferente~ ~ ·~;.,;~rn~. en la~ c:Úá1e~ ~Íen podñan 
• • - - - - - - -·~ , ' ·. . - .·• , •• ·, •>••' ' - . 

encontrarse tactores tóxicos yto antinutriciórla10s; Aún as1 77.75% cie pureza se consideró 

adecuado ··para.• proceder :c:0;,'.~1. bioerisa~~. a~u¡:;,Í~~~~.~~~ • .:.1 ·.resto pudiera ser 

principalmel"ltepolÍ~~;¡;¡;:,s·i1"1sc:;1..:..i:.1.:.s·(F.:.nnen:.a; 1993). 

En cuanÍo:'al rendimiento, éste se considera aceptable ya que es muy similar al 

reportado en ·t...;~.;,¡o~: ~·r.:.llios para la obtención de concentrados proteínicos (Alvarado, 

1999; Paredes,'2001). 

Cuadro 6. Obtención de concentrado proteinlco 1 

Muestra 

Concentrado proteínico 1 

% Proteina promedio 
(%Nx6.25) 

77.75 ± 0.57* 

* Resultado de la determinación por cuadriplicado 

Rendimiento 
(%) 

33.00 
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5.2 Ensayo de toxicidad subcrónica con concentrado protefnico 1: 

En este apartado se presentan los resultados obtenidos durante el bioensayo de 

toxicidad subaguda del concentrado proteínico 1. 

• Porcentaje de mortalidad 

En la Figuras 6 se observa el porcentaje de mortalidad de los animales en el 

bioensayo, lo que puede considerarse como el principal parámetro de toxicidad. 

100 

9o 

80 

7o 

~ 80 
"Cll 

"' 50 
:E! 

~ 4o 

o 30 

== 2o 

10 

o 
o 2 4 6 

Dieta 22.500 mQ I kQ P.C. 

Dieta 15, 000 mg / kg p.c. 

/

33'32-------•-33'32-33i 

Control v Dieta 7.500 ma / kQ p.c. 

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 

Tiempo (días) 

Figura 6. Gráfica de mortalidad de los animales de los diferentes lotes en el 

bioensayo de toxicidad subcrónica para el concentrado proteinico 1 .. Se puede ver 

que ya en la primera semana había muerto más del 80°/o de los ratones que consumieron 

la dieta con mayor dosificación, es decir, 22,500 mg concentrado proteínico/ kg p.c.; a la 

mitad del bioensayo se tuvo en dicha dosis el 100º/o de mortalidad. Por otro lado. para tal 

fecha en la dosis intermedia (15,000mg concentrado proteínico/ kg p.c.), se tenía un 

33.32% de mortalidad. Estos resultados muestran que tanto en la dosis de 22,500 como la 

de 15,000 mg/ kg p.c. se presentaron efectos tóxicos drásticos. 
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De acuerdo a lo anterior se obtuvo la dosis tóxica media (DT ISO) para el concentrado 

proteinlco 1. 

A continuación se muestra en el Cuadro 7 las mortalidad a los 14 días según las 

respectivas dosis (7.500, 15,000 y 22,500 mg/ kg peso corporal), asi como su valor 

corregido. 

Cuadro 7. Mortalidad a los 14 dlas 

n Dosis Mortalidad a los 14 dlas Respuesta Respuesta 
(mg/ kg p.c.) animales muertos o/o observado o/o corregido<•• 

animales tratados 
6 7,500 016 o 4.17 

6 15,000 216 33.32 33.32 

6 22,500 616 100 95.83 

Donde n= número de animales tratados, (a) = los valores se corrigen con las fórmulas: ((0.25/n,) x 100) 
para el O% de mortalidad y [(n...0.25) J n1] x 100 para el 100 % de mortalidad. 

Con los datos mostrados en el Cuadro 7 se graficó sobre papel logaritmico la dosis 

contra el porcentaje de mortalidad obteniéndose una línea recta en la que se interpoló la 

dosis tóxica media (DT oo) con un valor de 15, 000 mg/ kg peso corporal, la cual nos indica 

la mortalidad que se presentó al decimocuarto día de experimentación. 
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• Control de peso corporal, agua Y alimento consumidos durante el bioensayo 

Dado que a la f!litad ·del bioensay~ se encon~raba muerto: yá el 100°/o _de _los ratones 

en la dieta de 22,500 mg concentrad~ protelnico 1/ kg. p.c., no se consideró esta dieta 

para la elaboración de las Figuras 7,8 .y 9.Asi· mismo, en el ca.so d.e .la dieta de. 15,000 

mg/ kg p.c. sólo se consideró.el promedio de los ratones.que sobrevivieron al bioensayo. 

Tiempo (días) 

Figura 7.. Incremento acumulado en peso corporal. Se observa la tendencia del 

crecimiento de los ratones. relacionado con la cantidad de alimento consumido. pudiendo ver 

que la mayor ganancia en pesa se tuvo siempre en el control de soya, seguida de la dieta de 

menor dosificación, 7,500 mg/ kg p.c. con una diferencia alrededor de 5 a 6 g. Finalmente se 

corrobora el efecto nocivo a una dosis de 15,000 mg/ kg p.c. al observarse una disminución 

en peso muy pronunciada. 
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Figura B. Alimento total consumido Por medio de la gráfica es posible observar la 

cantidad total de alimento consumido durante el bioensayo. observándose que el 

consumo de éste fue mayor en la dieta control. posteriormente en la dieta con menor 

contenido de concentrado y finalmente en la dieta de 15,000 mg/ kg peso corporal. 
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Figura 9. Gráfica que nos muestra la tendencia del consumo de agua de los 

diferentes lotes alimentados con concentrado protelnico 1 (de cacahuanano) y 

aislado de protelna de soya (control). En el consumo de agua medido semanalmente, 

puede observarse fa misma tendencia que en el consumo de alimento, siendo siempre 

mayor para el control de soya, seguido por la dosis menor y finalmente la dosis de 15, 000 

mg/ kg p.c. Tanto esta gráfica como la anterior dejan en claro la Igualdad de condiciones 

durante la experimentación, ya que la tendencia de consumo es la misma aunque sea en 

diferentes proporciones para cada dieta. 
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En las Figuras 7 y 8 se puede ver que aunque no hubo mortalidad en. la dieta de menor 

dosificación (7,500 mg/ kg p.c.), los resultados no fueron tan buenos como para la dieta 

control, donde se utilizó proteína de soya (15,000 mg/ kg p;c.). Esto puede corroborarse con 

el cálculo de la eficiencia alimentaria. 

Al igual que en el caso anterior, no se consideró a la dieta de 22,500 mg/ kg p.c. para la 

elaboración de los cuadros 7, B y 9 dada la mortalidad· de·', los: ratones .. a la mitad del 

bloensayo. 

Eficiencia alimentaria 

El hecho de que un ratón consuma más alimento o.tenga mayo,: ganancia en peso no 

significa que dicho alimento sea más eficiente com6' t~I. Es;im~ortante co.nsÍ~~rar ambos 

factores (el alimento consumido y la ganancia en:pe~c:>),: ~a~ qu.;·puede ser q·..;.;· aunque un 
;, "" -

animal haya consumido poco alimento tenga una ganancia.en peso considerable, es por 

eso que es necesario hacer el siguiente cáleulÓ: 

Eficiencia Alimentaria= (Incremento total en peso I Alimento total consumido) x 100 

Cuadro 8. Eficiencia alimentaria del concentrado proteinico 1 

Dieta Eficiencia 
alimentaria (º/o) 

Control de soya 9.75 ± 1.07 

7,500 mg/ kg p.c. 7.63± 1.48 

15,000 mgl kg p.c. -10.99 ± 5.22• 

* Presenta diferencia significativa con respecto al control 

En el Cuadro 8, se observa que efectivamente la mayor eficiencia alimentaria se dio en 

la dieta control, obteniendo también un buen resultado a la menor dosificación de 

concentrado protelnico (7,500 mgl kg p.c), la cual no presenta una diferencia significativa 

con éste y por lo tanto puede considerarse que la protelna del concentrado protelnico 1 a 
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esa dosis, es tan eficiente como la proteína de soya. Así mismo, se puede observar que 

dada la disminución en peso de los animales durante el bioensayo. se obtuvo un valor 

negativo de eficiencia alimentaria en el caso de la dieta de 15,000 mg/ kg p.c. 

Síntomas clinicos observados 

La lordosis fue uno de los sfntomas más frecuentes durante el bioensayo, 

presentándose alrededor del quinto dia en los ratones que consumieron la dieta de 15,000 

mg/ kg p.c. y de 22,500 mg/ kg p.c. A la par, se presentó ataxia y piloere=lón en el caso 

de la dosis más alta, siendo que en la dieta de 15,000 la piloerección se . presentó· en 

algunos casos desde el día 8 aprox. y en otros alrededor del día 20. En lodos .los casos 

donde se presentó la muerte de los animales, antes de ésta se presentó ale,targa~iento. 

En el caso de la dieta de 15,000 mg/ kg peso corporal fue muy notoria una 

hiperactividad desde la mitad del bloensayo (en los casos donde no h':'l::>c.: mÚ;,;rte):: 

En la dieta de menor dosis, 7,500 mg/ kg p.c., no se presentilron· .. dichos· síntomas 

cllnicos y como era de esperarse, tampoco en la dieta control. 

Relación porcentual promedio de algunos órganos con respecto al peso del 
animal al final del bloensayo 

En el Cuadro 9, se presenta la relación porcentual del hígado, el riñón, el corazón y el 

pulmón, viéndose mayores diferencias en el riñón y pulmón de los animales que 

consumieron la dieta de 15, 000 mg/ kg p.c. con respecto al control de soya. 

Cuadro 9. Relación porcentual de algunos órganos al final del bloensayo en 
concentrado protelnico 1 

Híaado Riñón Corazón Pulmón 
Dieta control 4.79±0.34 1.65 ± 0.11 0.59±0.08 0.79±0.11 
de soya 
Dieta 7,500 5.26±0.65 1.59±0.13 0.61 ±0.09 0.91 ±0.07 
mg/ kg p.c. 
Dieta 15,000 5.06±0.86 
mg/ kg p.c. 

1.95±0.32* 0.79±0.33 1.11±0.24* 

* Presentan diferencias s1gnificattvas con respecto al control 

54 



Con estos resultados se puede ver que hay una variación mayor con respecto al 

control en el é:aso de la dieta' de 15,000 mg/ kg p.c. en la cual se observa que hay una 

diferencia significativa con el control en los pesos del riñón y el pulmón~ lo que denota que 
·, -- ', 

éstos.6rgan0s ·fueron afectildos al consumirse el concentrado a tal dosis~- Por otrO lado, al 
_,. ·-... . ·; '.: ••. <' •'' . __ '·' 

comparar eÍ cont;C>1 con l.;, dieta de 7,500 mg/ kg p.c. no se encuentra Ln~ difeien~la, p0r 

lo que puede éie6i~se ~ue no hubo efectos tóxicos a tal dosis a nivel m'~c~~s~Ópi~. 
Pará.riet~;,~'·hématológlcos al final del bloensayo 

En el ·cuadro 10 se presentan los parámetros hematológicos o•b¡~~·ldos al final del 

bloensayo, presentándose algunas diferencias de la dieta de 15,000 mg/ kg p.c. con el 

control. 

Cuadro 10. Parámetros hematológicos al final del bioensayo en concentrado 
protelnico 1 

Control de soya Dieta 7,500 mg/ kg p.c. Dieta 15,000 mg/ kg p.c. 

Leu (103 /µL) 1.17 ± 0.69 1.19 ± 0.46 0.94:t 0.38 

Eri (1 o•tµL) 10.98±0.20 10.87±0.71 11.15 ± 0.94 

HB (g/dL) 16.58±0.61 15.67± 1.05 15.40± 1.08 
HTC(%) 96.05±2.98 95.12±5.48 90.65±8.26 

VCM (fL) 89.42 ±2.63 87.58±2.74 81 .28 + 2.62* 
HCM(pg) 15.10±0.54 14.40±0.56 13.82 + 0.48* 
CCMH(g/dL) 16.88±0.36 16.43 + 032 17.00 ± 0.62 

PL T (1 Oª /µL) 1051.83 ± 67.46 1024.17± 132.18 794.25 ± 471.38 

.. Presentan diferencias significattva:s con respecto al control 

donde Leu = glóbulos blancos en miles por microlitro, Eri = glóbulos rojos en millones por microlitro, HB = 
hemoglobina en gramos por decilitro, HTC = hematocnto en porcentaje, VCM = vol. corpuscular medio en 
femtohtros, HCM = hemoglobina corpuscular media en picogramos, CCHM = concentración de hemoglobina 
corpuscular media en gramos por decilitro, PL T = plaquetas en miles por microlitro 
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Se observa que en el caso de la dieta de 7 ,500 no hubo diferei:icia con el control en 

ninguno de los casos, sin embargo en el caso de la dieta de 15,000 mg/ kg p.c .• se denota 

una alteración en el volumen corpuscular medio y en Ía h~lnogtobina corpUscular .. media-, 
. •' .. • .· .. - . 

se ve que hay una disminución en estos dos parámeiro~:-.L;x·.asoci~ci:Ó.n· d·~. un valor 

subno~al (por debajo de lo esperado) de HCM (hlpocrolliÍa) ~~:;·~~: ~;,.lo~ ~~b~o,;,,'al de 

VCM (microcitosis) establece 

acompañarse o no de anemia. En la República Me".'i~~~.~--~·~·~:~~~-~~··i·~·.;_;.t~.~~~~t~ .. ~~ 
anemia mlcrocitlca hipocrómica es la deficiencia de hi~rT.:,, 1.:. ( éiJ..;1 i iridÍ~ ::1..; 'i;()sible 

::,_ .. -- -

existencia de un factor antlnutricional en el concentrai:lo:quena'pe,;:;:;it..;'•i,.;',Jíúi~ción del 

hierro en el organismo, de tal manera que provoque·anEtfni&··a1 c_~~risJZ~;.'.~~ci" 0mát8rial·en 
grandes dosis (Ruiz, 1994; Martinez, 2001). ,.,., •·· , ... '.•:·, .. <~(): ·¡' 

Observando los resultados presentados en los Cuadros·: e, 's 'y':1o 'se. puede eonsiderar 

a la dosis de.7,500 mg/ kg p.c. eomo NEN(niv~li:li;'~fe~o nuíC>¡/~~qu~~ dich~dosis no 

se observaron efectos adversos ni clínicos.¡,¡ subCtinicos; sin embargo, este nivel sólo 

permite clasificar ai p~ducto como.·. prac:ti::a~ente no tóxi~ 'y. s~ · .. ni~~1 ·de uso muy 

limitado. 

5.3 Determinación·; de factores tóxicos y antinutrlcionales en concentrado 

proteínico 1: 

De acuerdo a estudios realizados anteriormente se hizo la determinación de 

canavanina y cumarina como principales factores tóxicos sospechosos de haber causado 

la muerte de los ratones durante el bioensayo y como factor antinutricional se consideró 

principalmente al ácido fitico (Griffiths, 1961; Martinez, 2001). 
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5.3.1 Canavanlna: 

Esta determinación se realizó por triplicado, presentándose en el Cuadro 11 el 

resultado obtenido: 

Cuadro 11. Contenido de canavanlna en concentrado protelnico 1 

Muestra 

Concentrado roteinico 1 

o/o Canavanina 
romedio 

3.94 + 0.11 

El contenido de canavanina en el concentrado proteinico 1 es significativo. ya que 

aunque no se ha establecido un máximo permitido, su contenido es similar al .de la serrlilla 

"Jack Sean" (Canava/ia ensifonnis) que es la materia pri_ma de 1;,. cual. se ·extrae este 

aminoácido, donde su concentración varia entre 2.02· y 4.86 "·%f Por: airo . lado,• en un 
:..: ..... >-·:,<-· .. ~~ ;,_: ~:--·~;·.:: :--,·:: ___ ; .'_; ._ - ._ 

trabajo realizado previamente se encontró en la semiUa dec,caC>lhú~-".ari~_.al'!dedor de un 

10% de canavanirl~~"-p(>f' lo qUB en la-obÍB~ció~:_ d~·¡ -~~ce~trad~ 'P~te·íni~ ~-.':1 i no. se logró 

disminuir d.; m~do ;,,és ,;fl.,;iz • la .,,;,.;tid~di ~e .;.,',¡~~á~i~~ ~~ p;~t~Í~ic0 (~~~¡,.;.,~; 2001 ¡; 

Considerando' la baja ing~sta_d~ agua y. las afeCclones _al riílón' presen~adas en el cuadro 

3 y los da"'os.; éste qu.; ~;:;. h;.n e,.;~,.;trado
0 

por"'f"'~ d;. la ca~ava,.;i,.;a, se considera 
; -.· ... :... -:.- : - .- -· .-. ·_.·. 

entonces a ésta i:omo · la. principal. ca~sa d.; _los ·. efedos .. tóxicos . durante . 'el bioensayo 

(Malinow et al, 1962). 
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5.3.2 Compuestos cumarlnlcos: 

Después de la extracción del extracto en cloroformo/metanol. se realizaron las 

determinaciones correspondientes. las cuales se muestran en el Cuadro 12. 

Cuadro 12. Determinación de compuestos cumarfnicos en concentrado protefnico 

Determinación Resultado 

Cromatografia en placa Negativo 

Infrarrojo Probable presencia de cumarinas 

Resonancia magnética Negativo 

Cromatografía de gases Negativo 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el Cuadro 12. se puede decir que no hay 

compuestos cumarinicos en la muestra. 

Debido a los grupos cromofóricos presentes en las cumarinas, se esperaría una 

absorción en el ultravioleta muy intensa y caracteñstica de estas estructuras, misma que 

no se observó en la cromatoplaca. En el infrarrojo se vieron bandas características del 

grupo carbonllo que hubieran podido pertenecer a estos compuestos, sin embargo tanto la 

resonancia magnética como Ja cromatografía de gases son más específicas, de tal 

manera que al no observarse cumarinas en estos análisis, se puede asegurar su ausencia 

en el concentrado proteínico 1, es decir, se corroboró de modo confiable el resultado 

obtenido en la cromatografla en placa. 
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5.3.3 Acido fitico: 

Considerando los resultados hematológicos obtenidos durante el bioensayo (cuadro 

4), se consideró al ácido tilico .como principal .factor antinutricional. La determinación se 

realizó por cuadriplicado obteni~ndo .el resultado en el Cuadro 13: 

Cuadro 13. Contenido de, ácido fitico en concentrado proteinico 1 

º/o Ac. fltico 
romedio 

0.98 + 0.07 

Tener 0.98,o/o 'de á.cl.do truco equivale a 980 mg/ 100 g de concentrado proteinlco 1. 

Los alimentos c:On un contenido de 400 mg/ 100 g son considerados alimentos 

desmineralizantes,- sin . embargo al haberse incorporado el concentrado a la dieta 

(cualquiera de las 3), el contenido trnal de ácido fitico en el alimento es mucho menor a 

400 mg/ 100 g, por lo que no puede considerarse éste como una causa de efectos 

adversos (López,2000). 

5.4 Proceso de destoxificación (obtención de concentrado proteinico 2): 

Después de la destoxiffcación del concentrado proteinico, se obtuvieron los resultados 

presentados en el Cuadro 14: 

Cuadro 14. Obtención de concentrado proteinico 2 (Destoxificación) 

Muestra 

Concentrado proteínico 2 

* Resultado de la determinación por cuadriplicado 

o/o Proteina 
promedio 

(%N x&.25) 

77.94± 1.01* 

Rendimiento 
(%) 

26.58 
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Se observa que disminuyó el rendimiento en la obtención del concentrado proteínico 

2; sin embargo, el contenido de proteina fue muy similar al del concentrado proteínico 1, 

por lo que estos resultados se consideraron adecuados de acuerdo al objetivo de este 

trabajo. 

5.4 Contenido de aminollcldos en concentrado protelnlco 2 y calificación qufmlca: 

En·los Cuadros 15 y 16 se presentan los resultados obtenidos de la cuantificación de 

aminoácidos, en los cuales se tiene la composición de éstos en el concentrado protefnico 

2 y de acuerdo a esto, su calificación qulmica. 

Cuadro 15. Composición de aminoácidos del concentrado protelnlco 2 

Amlnollcldo (g aminoécido/16 g N! • 1 

Acido aspártico 5.3768 
Serina 4.0597 
Acido glutámico 21.7118 
Glicina 4.2132 
Histidina 3.0782 
Arginina 10.4444 
Treonina 2.2844 
Atanina 3.8858 
Prolina 4.0288 
Cistina 0.3026 
Tirosina 1.8544 
Valina 3.9179 
Metionina 1.2948 
Lisina 4.4600 
lsoleucina 3.9370 
Leucina 7.3387 
Fenilalanina 8.2860 
Triptófano 0.4643 
Total amlnollcldos 90.9388 

(a) Promedio de la determinac16n por duplicado 
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Cuadro 16. Disponibilidad de aminoácidos del concentrado proteínico de acuerdo a 
las necesidades requeridas para adultos sugeridas por la FAO/OMS/ONU 

Aminoácido 

Histidina 
Treonina 
Valina 
Lisina 
lsoleucina 
Leucina 
Triotófano 
Fenilalanina + Tirosina • 
Metionina + Cistina 'º1 

(a) Total de aromáticos 
(b) Total de azufTados 

Relación 
porcentual con 

respecto a la 
referencia 

66.63 
90.55 
>100 
99.67 
>100 
>100 
15.11 
>100 
33.41 

Se puede ver que la calificación química del concentrado 2 es bastante baja para el 

caso del Triptófano, siendo éste el aminoácido limitante. Asi mismo, el contenido del total 

azufrados fue muy bajo en relación a los requerimientos establecidos; lo. cual era de 

esperarse dado que la metionina es generalmente el aminoácido limitante en las 

leguminosas (García, 1990). Por otro lado, al compararse con el estudio realizado 

previamente al concentrado proteinico 1, se observa que en ambos concentrados el 

aminoácido limitante fue el Triptófano (Martinez, 2001). 

5.5 Determinación de factores tóxicos y antinutricionales en concentrado 

proteínico 2: 

Como se observó que la canavanina pudo haber sido la causa del problema en el 

caso del concentrado proteínico 1, ésta fue la que se consideró en la determinación de 

factores tóxicos del concentrado proteínico 2, como se observa en el Cuadro 17. 
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5.6.1 Canavanina: 

Esta determinación se realizó por triplicado. presentándose a continuación el resultado 

obtenido: 

Cuadro 17. Contenido de canavanina en concentrado proteinico 2 

Muestra 

Concentrado roteinico 2 

o/a Canavanina 
romedlo 

0.29 + 0.02 

En el Cuadro 17 se muestra que el contenido de canavanina es mfnimo, casi nula. 

por lo que se consideró adecuado para la realización de un nuevo bloensayo. 

5.6.2 Acldo fltico: 

Esta determinación se realizó por cuadriplicado obteniendo el siguiente resultado: 

Cuadro 18. Contenido de ácido fitlco en concentrado protelnlco 2 

Muestra 

Concentrado roteinico 2 

% Ac. fltlco 
romedio 

No se detectó 

En el concentrado proteínico 2 no se detectó ácido fitico, la destoxificación del material 

fue realizada eficazmente para los posibles compuestos indeseables en el concentrado 

proteínico de cacahuanano. 
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5.6 Ensayo de toxicidad aguda con concentrado proteínico 2: 

Durante el bioensayo no se observó muerte o algún efecto tóxico a ningun~ de las dos 

dosis probadas, 15,000 mg/ kg p.c. y 22,500 mg/ kg p.c., por lo que este aislado proteinico 

puede considerarse un material relativamente inocuo ª·.corto plazo (Repello, 1988). A 

partir de este resultado se pudo continuar con el estudio'. a . media~o plazo - como se 

presenta a continuación. 

5.7 Ensayo de toxicidad subcr6nlca con concentrado proteínico 2: 

Porcentaje - mortalidad 

Durante este bioensayo no hubo mortalidad. en· ninguna·.de. las distintas dosis 

probadas: 7,500 , 15,000 y 22;500 mg concentrad~p;..;t~l,;lfa ;; kg p.c. 

".·'·. . 

Control de peso corporal, ag&:.a y ~n~9nt~~:;.~~~-~n1~d:~~~--:-~;~-~a~~~ t!{bioensayo 

En las gráficas de las Figuras 10, 11 'y 12 se é)t;5,i~a··~I· Jes~rr"~llo de los ratones 

durante el bioensayo de toxicidad subcróniC::S ·=n el' c;;ncent,:,;~~· proteinico 2. 
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Figura 10. Gn'ifica del incremento acumulado en peso corporal. Se observa que en el 

caso del control de soya hubo un crecimiento muy lento al inicio del bioensayo, inclusive 

una disminución en peso, sin embargo conforme avanza el tiempo se dió un crecimiento 

mucho más acelerado que en los demás casos. Los ratones que consumieron Ja dieta de 

7,500 mg/ kg p.c. crecieron más que los de las otras dietas, sin embargo se observan 

recaídas entre el dia 15 y 20 y al final del bioensayo, donde los ratones de la dieta de 

15,000 mg/ kg p.c. empezaron a crecer más. A pesar de esto, es importante notar que en 

esta última etapa se superponen las barras de variación de éstas tres dietas, es decir, los 

datos tienen una similitud considerable. En el caso de la dieta de 22, 500 mg/ kg p.c. hubo 

una disminución en peso con una ligera recuperación al término del bioensayo. 
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Figura 11. Gráfica del alimento total consumido. Se observa que los ratones en la 

dieta de 7.500 mg/ kg p.c. consumieron más alimento que los del control, seguidos por los 

que consumieron la dieta de 15, 000 mg/ kg p.c. y finalmente por la de 22, 500 mg/ kg 

p.c. 
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Figura 12. Gráfica del consumo de agua. Se observa que el consumo de agua tue 

mayor en la dieta de 7,500 mg/ kg p.c., seguida por el control de soya, la dieta de 15,000 

mg/ kg p.c. y finalmente la dieta de 22, 500 mg/ kg p.c. El consumo de agua denota la 

igualdad de condiciones entre los lotes, ya que se sigue la misma tendencia aunque en 

diferentes proporciones. 
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• Eficiencia alimentaria 

A continuación, se preSenta en el Cuadro 18 la eficiencia alimentaria del concentrado 

proteínico 2: 

Cuadro 19. Eficiencia alimentaria del concentrado proteinico 2 

Dieta Eficiencia 
alimentaria lº/ol 

Control de soya 9.35± 1.31 

7.500 mg/ kg p.c. 6.15 :!: 2.16* 

15,000 mg/ kg p.c. 8.53 :!: 1.69 

22,500 mg/ kg p.c. 0.08±2.34* 

• Presentan diferencia significativa con respecto al control 

En el Cuadro 19, se puede ver que la dieta de 15,000 mg/ kg p.c. es tan eficiente 

como el control de soya. A una dosis mayor, de 22, 500 mg/ kg p.c. se tiene una eficiencia 

alimentaria nula. presentándose una gran diferencia contra el control, sin embargo en el 

caso de la menor dosis también hay una diferencia significativa, siendo menor la 

eficiencia. Es decir, no se observa claramente un efecto dosis-respuesta como era de 

esperars?, lo que se verá a continuación en el cuadro 21. 

Sintomas clinicos observados 
' . "'º ·.- . 

Durante· t«?do eÍ ~iOensayo no s~ observaron síntomas clinicos en ningún ratón· de las 

dietas de 7, sao. mg/ kg p.c. y de 15, 000 mg/ kg p.c., sin embargo en ia mitad.de los 

ratones que consumieron la dieta de mayor dosificación, 22,500 mg/ kg p.c. se observó 

una ligerlslma plloerecclón y un poco de agresividad alrededor. de los días 17 a 22. Se 

observa un efecto. dosis-respuesta. 
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Relación porcentual promedio de_ algunos órganos con respecto al peso del 

animal al final del bloensayo 

A continuación se muestra en el Cuadro 20 la· relación porcentual de los órganos con 

respecto al peso corporal, puede verse que no hubo diferencia significativa con el control 

en ninguna de las 3 dosis: 7,500, 15,000 y 22,500 mgl kg p.c. 

Cuadro 20. Relación porcentual de algunos órganos al final del bloensayo en el 
concentrado proteinico 2 

Higa do Rlilón Corazón Pulmón 
Dieta control 4.94 ± 0.79 1.68±0.29 0.58±0.05 0.80±0.15 

de soya 
Dieta 7,500 5.51 ±0.80 1.68 ±0.22 0.63 ±0.07 0.82±0.10 
mg/ kg p.c. 

Dieta 15,000 5.81 ±0.75 1.60 ± 0.16 0.57 ±0.04 0.85±0.10 
mg/ kg p.c. 

Dieta 22,500 5.50 ± 0.62 1.66 ±0.09 0.56 ±0.10 0.93 ±0.11 
mg/kg p.c 

Parámetros hematológicos al final del bloensayo 

Al obtenerse los parámetros hematológicos al final del bioensayo con el concentrado 

proteínico 2, puede verse que tampoco existe una clara relación dosis-respuesta. En la 

dieta de mayor dosificación (22,500 mgl kg p.c.) se observaron más diferencias con el 

control, habiendo una disminución significativa en 5 parámetros; en la dieta de menor 

dosis (7,500 mgl kg p.c.) se observó un aumento significativo en dos de esos parámetros 

y en la dieta de 15,00~ mgl kg p.c. la dis..:.lnuciÓn d,i _u~o ~e ellos_ con r~specto al control. 

No es posible ~.~;,;d~r ~~~11~,~~te la ¡~rm~ e~ que la ~~sis de ;;.,n~n~do ~roteinlco 2 

afecta estos parámetros. · 
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Cuadro 21. Parámetros hematológicos al final del bioensayo en concentrado 
proteínico 2 

Control de Dieta 7,500 Dieta 15,000 Dieta 22,500 
soya mg/kg p.c. mg/ kg p.c. mg/ kg p.c. 

Leu (10' /µL) 3.23 :!:0.78 2.98:!: 0.82 3.68:!: 1.28 1.75+0.60* 
Eri (10°/µL) 9.75:!: 0.64 10.58:!: 1.12 9.07 :!: 0.91 9.45 + 0.49 
HB (g/dL) 16.28:!:0.94 17.56 :!: 1.17* 15.32 :!: o.so* 14.87 + 0.70* 
HTC(%) 51.20 :!: 3.40 56.72 :!: 5. 15* 47.58:!:2.94 46.60 + 2.24* 
VCM (fL) 52.67 :!:0.82 53.40 :!: 1.14 52.67 :!: 2.42 49.67 + 1.37* 
HCM (pg) 16.75 :!:0.61 16.64:!:0.72 16.97 :!: 1.05 15.75 + 0.32* 
CCMH (g/dL) 31.85:!: 1.10 31.06 + 0.72 32.23:!:0.87 31.88 + 0.36 

PL T (1 O' /µL) 759.20 :!: 86.81 760.00 :!: 180.03 734.00:!: 101.14 710.83 + 89.28 

* Presentan diferencia significativa con respecto al control 

ESTA 1."."f:Sr~ r\TO ~':! .<1"'" J 
. ·. '.: Ll~ BI;~_z¡~1:1~~~:;;~= !. 
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6. CONCLUSIONES 

El concentrado proteínico del trabajo previo mostró efectos tóxicos. a mediano plazo. 

considerando. a la dosis de 7,500 mg/ kg p.c. como el nivel de efecto nulo (NEN). 

El .contenido de canavanina en dicho concentrado proteínico es signific;.tivo (3.9%) y al 

parecer e.s el responsable tanto de los efectos tóxicos como de, 18 -~_üerte de .los ratones 

durante el bloensayo a mediano plazo. 

En la destoxificación del material, se obtuvo el concentrado p.r~teinico del presente 

trabajo con un rendimiento de 27 o/o y una pureza alrededor de 78 %; el cual tiene un alto 

contenido de aminoácidos esenciales pero es deficiente en aminoácidos azufrados y tiene 

como aminoácido llmitante al Triptófano. 

El contenido de canavanina de este concentrado es casi nulo (0.29 o/o aprox.) y no 

presentó efectos tóxicos a corto plazo. 

En el bioensayo de toxicidad subcrónica se probó este. c:Onéentrado proteínico a 3 

diferentes dosis, presentando efectos adversos únlcamenÍ~ e~··la.'dosis;me~ia de 15,000 

mg/ kg p.c., lo que no se observó para las dosis de 7,500·y·~.:50Cl m¡j/ kg p.c., es decir 

que no hubo una relación dosis-dependiente. 

RECOMENDACIÓN 

Se recomienda volver a realizar el bioensayo de toxicidad subcrónlca con el concentrado 

protelnico del presente trabajo, siendo necesario conslde.rar .otros parámetros para obtener 

una relación dosis-dependiente más clara y poder ser más concluyentes· para la posterior 

realización de un bioensayo a largo plazo. 
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ANEXO 1 

Distribución de los animales de acuerdo al método "culebra japonesa" (Conca, 

1995). 

El método de la "culebra japonesa• se aplica con el objeto de dlstribul.r un conjunto de 

animales en un detenninado número de grupos o lotes de tal forma que se 'tenga la menor 

variabilidad posible en los mismos. En este método, los animales se· . pesan y 

posterionnente se ordenan en fonna ascendente o descendente (dependiendo de las 

condiciones del experimento) en base a su peso corporal. Finalmente los animales se 

distribuyen en lotes de acuerdo al siguiente esquema: 

Lote 1 Lote2 Lote3 

Peso 1 Peso2 Peso] 

! 
Pesoj+3 

! 
Pesoj+2 Pesoj+1 

Pesoj+4 •..•.•...... 
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ANEX02 

Hoja de registro de consumo de alimento e incremento en peso en el ensayo de toxicidad subaguda 

Clave: Sexo: Peso inicial: Fecha inicio: Dieta: 
Fecha 
No.Dias 
Peso animal 
lol 
Incremento en 
peso (g) 

Alimento 
inicial(Ai)(g) 
Alimento final 
(Afl(g) 
Alimento 
ingerido 

i(Al=Ai·Afl 
' 

Alimento ... !' 

acumulado 
i 

l(l:All 
Observaciones ' 
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ANEX03 

Hoja de observaciones de ensayo de toxicidad aguda 

TOXICIDAD AGUDA Fecha: 
Cepa: Peso inicial: Peso final: Edad: 
Descripción: ·,· " 

' 

Vehículo: '' 
Via: Administración: Dosis: :·'.•·:·,"·,'' ;•' ,' 

Hor1 Lordosis Xifosis Ataxia Piloerecclón Erección Agresividad Aletargamiento Exitaclón Disnea Cianosis Hipotermia 
caudal : - ,~v'·' ' ':· 

Inicia ·, 

1h ' 
2h 
3h 
4h 
Sh 
6h 
7h 
Bh 
9h 
10h :. 

24h '' 

48h 
72h 

X= Si se observa 
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