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1. INTRODUCCION

La desnutricnén energétlco—proteinica es 'uno de’ los problemas nutncnonales mas

l's paises en desarrollo Las famuias que no disponen de suficientes

alimentos “durante’ todo”: el aﬁo para el consumo farmllar. ya sea por una insuficiente
producclé d reas rurales) o por tener muy bajos ingresos (areas urbanas),

son Ias més susceptlbles a este tipo de desnutricién, siendo principalmente vulnerables

Iactantes y preescolares), mujeres embarazadas y en periodo de lactancia y
ancnanos ( A : OOO Martlnez. 2001). Las cifras de desnutricién escolar en México son
del orden del 32% para nifos y 38.3% para nifias, o que se traduce en una alta tasa de
mortalidad mfanul (iNEGI. 1999; INEGI, 2000).

: Pa‘ra‘ Ct;nf‘.Satir éste problema, se ha recomendado el consumo de leguminosas como
fuente 'ciery‘protef!na ya que tienen un contenido relativamente alto de ésta (17%-30%), el
doble dél que poseen los cereales y similar al de la came (Contreras, 1992). No obstante,
es sorprehdeﬁte qize no exista una explotacién mas amplia de esta familia botanica de
alto valor nutﬁﬁvo. siendo la principal limitacién, la biosintesis de una amplia variedad de
compuestos toxicos y/o antinutricionales dafinos para el hombre, l10s animales y otros
organismos. :

Las leguminosas silvestres son muy abundantes en Meéxico y podrian ser utilizadas
tanto para la alimentacion animal como humana; sin embargo, estos recursos estan
infrautilizados. Tal es el caso de! cacahuanano (Gliricidia sepium), ya que el
aprovechamiento de sus semillas como fuente potencial de proteina y grasa no ha sido
realmente considerado a pesar de su alto contenido en éstas (Sotelo et al, 1986; Martinez,
2001). Por otro lado, |1a semilla ha mostrado efectos toxicos en experimentacién animal,
no obstante, en un trabajo previo se pudo obtener un concentrado proteinico que no
mostroé efectos toxicos a corto plazo (Martinez, 2001). En el presente trabajo se continud
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con la evaluacién toxicolégica de dicho material. En primera’ instancia se. obtuvo el
concentrado proteinico ‘a partir de harina desengrasada de fa semnla da cacahuanano,

donde se obtuvo un rendimiento de 33% y porcentaje de 77.75 de protetna (concentrado

proteinico 1). El' concentrado se probé en ratones de Iaboratono en:un ensayo de .

toxicidad subcrénica a 3 diferentes dosis, observandose un efecto dosns-de > ndi :
Tomando en cuenta las sustancias presentes en la planta, se realizé Ia busqueda

del factor'respoyrriéat\:le‘ de la toxicidad, encontrando a la canavanina (aminoacido no

proteinico téxlco) en una concentracion considerable (3.9%) como el principal responsable

de  tales: efectos" A continuacién se realizé un nuevo proceso de destoxificacion,

obteniendo el ooncentrado proteinico 2 (rendimiento de 28.59% y 77.94 % de proteina),

que aunque uvo un contenido de canavanina casi nulo y no mostré efectos toxicos a

corto plazo,» n el ensayo de toxicidad subcrénica se observaron efectos adversos sin
“j»

C ara relacién dosis-respuesta. Es importante la realizacion de otro bioensayo o

n de otros parametros para poder continuar con la evaluacién toxicolégica

a largo plaZp y"qaspués posiblemente poder considerar al concentrado proteinico de la

semilla de ‘cacahuanano como una fuente altemativa de proteina después de los

respectivas evaluaciones nutritivas.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Realizar la evaluacién de toxlcudad subcrémca del concentrado proteinico de la semilla

de cacahuanano (Gllrlcldla seplum)

2.2 Ob]e!ivo# p‘arilg:ul'a}:e’s 1

te camidad de concentrado proteinico de la semilla de cacahuanano

para Ia realizaclén del bloensayo

- Reahzar oensayo de toxlddad subcrénica en ratones a dlferentes niveles de

ingesta

- En caso de no obtener resultados isfactorios, li la determinacién de factores
téxncos y anunutriclonales para la posterior destoxificacién del concentrado protefnlco y

proceder con Ia evaluaclén de toxicidad aguda y subcrénica.




3. ANTECEDENTES
3.1 Cacahuanano (Gliricidia sepium)

Sinénimos botanicos: Gliricidia maculata, Robinia sepium

Nombres comunes: esta planta es conocida en nuestro pais como cacahuanano,
cacahuananche, cocohuite, jeleite, muiti, madre de cacao, lengua de perico, mata raton,
cocuite entre otros (Del Amo y Mendieta, 1981).

Descripcién: es un arbol de tamaiioc mediano (10 m aprox.) perteneciente a la familia de
las leguminosas (Centurién et al, 2000).

Distribucion en el pals: se encuentra tanto en la vertiente del Golfo de México, desde
Tamaulipas a San Luis Potosi, Norte de Puebla y Veracruz hasta Yucatan; asi 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 cafiadas a una altura de 0 a 1800 msnm (Lucas,
1985; Martinez, 1987).

Usos: en nuestro pais como su nombre Io indlca esta planta se millza para dar sombra a

lar elaboracion de
mangos 'y utensxllo§ para herramienta. Se menciona ademas que la corteza, tallos tiemos
y las hcjaS constituyen un excetente rodeniicida (Martinez, 1959; Little y VWadsworth,
1964). Asi rhismo. cobra un interés significativo la presencia de canavanina en la semiilla
del cacahuanano ya que parece que este aminoacido no proteinico tiene propiedades
pesticidas especialmente hacia microorganismos, insectos y malezas, asi como también
se le atribuyen propiedades citotdxicas hacia ciertas células neoplasicas (Lucas, 1985;

Lucas et al 1988; Swaffar et al, 1994; Rosenthal et al, 1995).




No obstante 1o antenor. la planta pueda usarse con ﬂnes benef'cos atribuyéndosele

ampluas propledades medlclnales. ya que al parecer tiene un alto contenido de taninos

flavonoides y_ otros compuestos de interé rapéUllCO (Soto y s::uza. 1995‘ Herath et al

1997).

Por otro lado, a este érbol se le tiene en alta estima para la’ e!aboraclén de forrajes o

piensos para animales, pero a p c rpq :
fuente potencial de protelna, YOCC ! 982
Nochebuena y O'Donovan; 1986) ; ;
Perspectivas: Estudios reahzados ala semllla de cacahuanano ela q’ é tie‘ne"u'n alto
contenido de proteina y grasa por lo que podria consnderarse a esta planta como una
auténtica oleaginosa y fuente de proteina (Lucas, 1985; Sc_)telq et al. 1986. Martinez,
2001). Sin embargo, cuando se pretende proponer una especié vegé(al no convencional o
poco conocida como fuente de nutrimentos, es necesario contemplar la presencia de
factores toxicos y antinutricionales, ya que algunos de ellos son muy comunes en los
alimentos de origen vegetal. En el caso del cacahuanano, la semilla ha mostrado efectos
toxicos en experimentacién animal, ya que tiene un alto contenido de canavanina y
posiblemente otros factores téxicos; sin embargo, enun trébajo b?evlo se pudo obtener un
concentrado proteinico, que no mostrd efectos téxicos a &;rto blazo. por lo que es
necesario continuar con la evaluacién toxicolégica del fn‘a(e‘ﬁé‘l"(l.t‘xcas. 1985; Martinez,

2001).




Algunas sustancias naturales nocivas presentes en ef cacahuanano:
e Canavanina:

La canavanina, acido 2-amino-4-guanidoxi butirico, es un aminoacide basico no
proteinico analogo de ia arginina y potencialmente toxico, se encuentra presente al menos
en 1500 especias de la familia Leguminosae, almacenado de forma libre en la fraccién no
proteinica de las semillas, siendo en éstas donde se ha encontrado en el cacahuanano.
La canavanina es un compuesto téxico porque compite en su incorporacién dentro de las
vias biosintéticas de formacién de proteinas, sintesis de macromoléculas, glucoproteinas,
ARN y ADN: su incorporacién equivocada en las proteinas la convierte en un potente
inhibidor del crecimiento para muchos sisternas microbianos, pudiendo ser letal debido al
mal funcionamiento de su metabolismo (Galvez, 1999; Martinez, 2001). En cuanto a
organismos superiores, se realizdé un estudio con monos (primates no humanos) donde se
sugiere que la canavanina es el principal causante de anomalias en el rifdén, ademas de
otros efectos adversos (Malinow et al, 1982).

e Cumarinas:

Con el nombre de cumarinas se conoce a un grupo muy amplio de principios activos
fendlicos que se encuentran en plantas mediclnales y tienen en comun una estructura
quimica de 2H-1 benzopiran-z-ona (ver Flgura 1), denommada cumarina (Consejo

General de Colegios Oficiales de Farmaceéuticos):

~I
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Figura 1. Estructura basica de los tos cumarinicos
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Dentro de los efectos téx:ccs de exposnclén a cono plazo. se sabe que la sustancia

puede causar efectos en la sangre dando Iugar a hemorra las si es absorbido en grandes

dosis (Intematlcnal Chemlcal Safety Cards) Por otro Iado.y la cumanna se umiza como

rodentncnda ya q e efecto téxtco en roedores actuando lentamente después de

vanaksdos‘ls;( 84) En las hojas del cacahuanano se han detectado grandes

canﬁdadjé;de vpo'mpuestos cumarinicos (Griffiths, 1961).

- A‘qidq.fliubc?._
Elacidoﬁtico (acido inositol hexafostdrico) se encuentra en concentraciones de 0.4 a
>6.4 %en las sahillas de cereales, leguminosas y oleaginosas; es una estructura
altamef."n-t:sL reactiva, debido a que ia molécula posee muitiples grupos fosfato capaces de
fqn"ﬁva'r‘complejos con cationes. Su accién fundamental es disminuir la absorcion o
biodispoﬁibilidad 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 fésforo no
bioasimilable por el hombre, ya que el organismo humano no produce la enzima fitasa
necesaria para hidrolizar el acido fitico y liberar el fésforo de este compuesto. Ademas
forma complejos insolubles fitato-mineral-proteina, provocande la disminucion de la
solubilidad y digestibilidad de las proteinas en el organismo, asi como !a inhibicién de
enzimas digestivas como la pepsina, tripsina y alfa-amilasa, bajo condiciones fisiolégicas.
En las semillas de cacahuanano se ha encontrado este compuesto en una

concentraciéon de alrededor de 1.8 % (Shahidi, 1997; Martinez, 2001).




3.2 Toxicologia

De modo genérico, la Toxicologia puede definirse como el estudio de los efectos
adversos de las sustancias quimicas en los organismos vivos. Sus origenes histéricos
deben datarse en el momento en e! que nuestros antecesores prehistdricos intentaron
comer una serie de productos para obtener alimentos convenientes. Al observar que los
recursos vegetales y animales podian satisfacer al hombre sin producirle enfermedades o
ta muerte, los pueblos primitivos desarrollaron habitos alimentarios que permitieron la
supervivencia y el desarrollo de la especie. En su contexto modemo, la toxicologia se
basa fundamentalmente en conocimientos quimicos y biolégicos y trata de encontrar
explicaciones detalladas de los efectos téxicos. Gran parte de la toxicologia actual implica
estudiar los efectos téxicos de sustancias especificas en mecanismos biolégicos y

quimicos especificos (Shibamoto y Bjeldanes, 1993).

3.2.1 Estudios de toxicidad con respecto al tiempo
{.as exigencias actuales de seguridad obligan, en todos los campos, que se evaluen
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 alimentacién, el hombre ha sido el
principal centro de interés. Durante décadas la informaciones toxicolégicas provenian
mayoritariamente de observaciones aisladas de [os efectos t6xicos originados por
exposiciones accidentales, de algunas informaciones clinicas o de un nimero limitado de
estudios epidemiolégicos. Actualmente, dada la similitud de algunas especies con el
hombre, la experimentacién en animales se ha desarrollado considerablemente para

evaluar el riesgo toxico de las sustancias (Roberts, 1986; Derache,1990).




estudios toxlcologicos se dividen por lo general

Tomando en cuenta los efectos asociados con los diversos tiempos de exposicion, los

Repetto, 1988 Shibamoto y Bjeldanes,1993):

3.2.1.1 Toxlcidad aguda:

en tres’ categorias (Derache, 1990;

La primera prueba de toxicidad a que se somete una sustancla es generalmente la

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

dosis tGnica. Se anotan los efectos téxicos o sintomas cllnlcos que tienen lugar durante

{as 24 horas siguientes al suministro, los cuales pueden ser:

Lordosis: deformacion de la columna vertebml caracterizada por un movimiento

ondulante en el lomo.

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

ondulante en la cadera.

Ataxia: irregularidad, perturbacion de las funciones del sistema nervioso, trastormos

de la coordinacion de los movimientos.

Piloereccidn: se caracteriza por ia ereccion del pelo.

Ereccién caudal: se caracteriza por la ereccién (rigidez) de la cola.

Agresividad: hostilidad, caracter agresivo.

Aletargamiento: disminucion de la actividad de! animal.

Excitacion: actividad anormal del organismo.

Disnea: dificuitad para respirar.

Cianosis: coloracién azul violdcea de |a piel, principalmente acentuada en
extremidades.

Hipotermia: disminucién de la temperatura normal.

las



El objetnvo fundamental de este ensayo es determmar a dosls -} concentracuén Ietal
50, que por dernlcsén es “la expresion estadisﬂca de la dosns unica o de la concentrac;én
gnica de una sustanma que provocaria la muerte al 50% ‘de - los animales dek
expenmen!acion conocida también como dosis letal media (DLso) : ‘

La informacudn conseguida con las pruebas de toxicidad aguda, se uullza como base
para establecer la dosis y via de administracion en los subsiguientes ensayos de toxlcldad

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

Cuadro 1. Grado de toxicidad de las sustancias xenobiéticas (Dosis oral unica)

Rango de toxicidad Denominacién usual DLego
{(mg / kg p.c.)

1 Extremadamente tdxico <1
2 Altamente toxico 1-50
3 Moderadamente téxico 50 - 500
A Ligeramente toxico 500 - 5000
5 Practicamente no téxico 5000 - 15,000
[<] Relativamente inocuo > 15,000

3.2.1.2 Toxicidad subcrénica:

La toxicidad subcrénica es e! conjunto de efectos observados después de una
administracion 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
de! animal o tratamientos mas cortos de 14 a 28 dias para roedores pequefios como el
ratén. Su principal objetivo es determinar los posibles efectos acumulativos en los tejidos
y sistemas metabdlicos. Entre las observaciones a realizar se incluyen la inspeccién diaria
del aspecto fisico de los animales del ensayo y su comportamiento. Se registran
periddicamente el peso corporal y el consumo de alimento y agua. También se realizan

estudios hematoldgicos (Citometria hematica) y al terminar el experimento se practica la
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autopsia_en .todos - los - ‘animales, prestando . atencién a_ los  cambios - patolégicos

macroscopicos, incluidos los cambios de peso en Ios'p‘dncipales érgénds y glandulas.

3.2.1.3 Toxicidad crénica;

El obje‘xi&é :

o que son "'a‘cur‘r;iglya”tivbs; Por ello, son los finicos experimentos que permiten evidenciar
determinadas afecciones cardiacas o renales, de aparicién a menudo ligada a la edad de
los animales eétudiados. Las pruebas de toxicidad cronica proporcionan la pieza final de
la inforﬁ'iacién bioldégica en la que debe basarse la decision de aceptar o rechazar una

sustancia que pretenda utilizarse en los alimentos.

3.2.2 Dosis-respuesta

Paracelso (alqunmlsta y médlco. S|g|o XVI) dijo: "Ninguna sustancia es un veneno por

si sola. Es Ia d‘ sls la que haoe que una sustancia sea nocava y la “dosis correcta hace la

diferencia entre un veneno y un remedlo Estos. postulados sentaron las bases dei

concepto de la elac16n dosxs—respuesta y el indice terapéutico. Se dice entonces, que la
intensidad de ia Jrespuesta biolégica es proporcional a la dosis del compuesto al que esta
expuesto el organismo; asi, a medida que la dosis de una sustancia se aproxima al nivel
toxico, no se alcanza un punto o nivel al que todos los organismos desarrollan de pronto
los sintomas téxicos, 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 mvel de efecto nulo o de inocuidad es el nivel de dos:s méxlma que no Induce mngun

srgno de toxnc:dad en las especies de animales que se han analizado.' En general este

nivel’ se selecciona a partir de un estudio a Iargo plazo Sln embargo, cuenos slgnos de

toxlcldad patégena se pueden demostrar en estudios a corto plazo i Chenil

El NEN no es necesariaments un nivel absolutamente mocuo' sino uno de efec(os “no
observadcs .

Por otra parte, ciertos efectos suelen considerarse como fisiologicos, adaptativos o en
su defecto. “no téxicos”. Por lo tanto estos efectos se excluyen al establecer el NEN. Por
ejemplo, una disminucién del peso corporal puede ser la consecuencia de la reduccion
del consumo de alimentos, que a su vez puede ser el resuitado del sabor desagradable
del producto quimico. Sin embargo, antes de despreciar estos efectos en la evaluacién
de la toxicidad de un producto quimico, debe tenerse cuidado de asegurar que éstas no

sean manifestaciones de toxicidad (Lu, 1992).

3.2.4 Factores téxicos y antinutricionales intrinsecos
Por su modo de accidn, las sustancias nocivas de los alimentos pueden clasificarse en
2 grandes gQrupos:
Las sustancias antinutritivas, las cuales tienen un efecto téxico que disminuye la
disponibilidad o provocan un pérdida de los nutrientes esenciales, los cuales pueden
compensarse en un inicio con sumplementacion nutritiva. Estas sustancias provocan un

desequilibrio que a la larga determinan la aparicion de una patologia particular.

Los toxicos de los ali oS, que son comp 3¢

>s que tienen un efecto toxico sobre el
organismo que no se compensa por un aporte suplementario de nutrientes. Su modo de

accidn puede explicarse, sea por su particular reactividad, por un mimetismo molecular de
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las hormonas, aminoéacidos, o en' ciertos . casos, por la existencia de una: informacion

genética que favorezca la aparicion'de una determinada patologia (Derache, 1980).
3.4 Proteinas -

Las proteinas son macromoléculas complejas que forman més del 50 % del peso seco

de las células, en cuya estructura y funcno/ juegan u papel fundamental (Fennema1 993).

I’:‘stas estén e Ilneales de aminoacidos, . unidos  por la

condensa én el grupo carbo |Io de uno con’ el grupo amino de otro para formar lo que

se conoce como enlace pept[dnco Las cadenas de aminoacidos unidos de esta forma se

conocen como pohpéptldos (Bender, 1993).

3.4.1 Funciones de las protelna.s

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

-

Construir y reparar los tejidos corporales (ningtin otro nutriente puederhac»er esto).
Ayudar al organismo a resistir las enfermedades.

Proporcionar calor y energia.

b v N

Contribuir a la produccidn y secrecion de lfquidcs cbrporales.

3.4.2 Necesidad de proteinas
Un gramo de proteina produce 4 calorias. Un adulto requiere aproximadamente 0.8
gramos de proteina por kilogramo de peso corporal al dia. Esto es aproximadamente 10%
del requerimiento calérico diario. Durante los periodos de crecimiento, la necesidad es
mayor. Un niiio 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 anciano necesita requerimientos proteicos mayores debido a que su organismo no
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siempre utiliza el nutriente ‘de manera eficiente. Muchas condiciones como ei embarazo, la
ﬁebre.’ el hipertiroidismo y las quemadufas extensas, tarhblén e*igen ingestion proteica
adiqlonél. Pbr otro lado, se ha demostrado que la cantidad de proteina que requiere un
individué al dia depende de la calidad de ésta.

La pérdida o la deficiencia de proteinas es grave. Una pérdida repentina de proteinas
como sucede en hemorragias, cirugfa o quemaduras, produce un estado de choque. La
pérdida gradual, ocasionada por lo general por deficiencia alimentaria, puede causar los
siguientes sintomas: pérdida de peso, edema, piel seca y escamosa, retardo en la

curacién de las heridas y baja resi cia a las ir iones (Kerschner,1983).

3.4.3 Fuentes proteicas no convencionales

Los procedimientos generales mas significativos de entre los encaminados a ampliar
la disponibilidad de las proteinas, tanto para el consumo humano, como para el de los
animales, consisten en incrementar ia utilizacién de las feguminosas y otros vegetales
ricos en proteinas. 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 Separacién y purificacién de proteinas en vegetales

En el caso de los granos de soya destinadas al consumo humano, éstas son primero
molidas y tratadas posteriormente con un disolvente organico (n-hexano) para
desengrasarias, bajo condiciones térmicas moderadas, para conservar las propiedades
funcionales de las proteinas. La harina resultante tiene una riqueza proteica de alrededor
de 45%, !a cual se trata como se muestra a continuacidén para obtener un producto aian

mas rico en proteina (Fennema, 1993):
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a)

b)

Se extraen Ios carbohidratos solubles (oligosacén‘dos) y Ios minerales con. agua

acidlﬁcada, con una mezcla etanol-agua o con agua callente La mayor parts de la

protelna de soya permanece insoluble en estas condic:ones El so de agua

acidificada al pH correspondiente al punto isoeléctrico d as muye, sin

dyda,’ el . procedimiento mds adecuado para minlm a desplegamiento. la

asociacion y las pérdidas de propiedades funcionales. El re es un cqncentrado

proteico que contiene, tras su deshidratacion, alrededor % de protelna.

de un 15 a un 25 % de polisacaridos insolubles‘.k'urls 4 a 6 % de mineralés:y un 03 a

1.2 % de lipidos aproximadamente. :

Alternativamente, !as proteinas de la harina desengrasada se solubilizan en agua
alcalinizada; la disolucién se filtra y se centrifuga luego para eliminar los polisacaridos
insolubles (incluyendo ia fibra). Los carbohidratos solubles y las sales se eliminan
después por reprecipitacion al punto isoeléctrico (4.5) seguida de la centrifugacion vy
lavado de la cuajada proteica. Tras la deshidratacion, generaimente por atomizacién,
se obtiene un purificado proteico que contiene no menos de un 80 % de proteina.
Estos purificados son mas caros que los concentrados, incluso en términos de “por
gramo de proteina®, dado el procesado adicional sufrido y los productos quimicos
empleados y porque la recuperacion de la proteina inicialmente presente en la harina

rara vez pasa del 75 %.

3.4.4 Aminoé&cidos

Son 20 los aminoacidos que estan implicados en la formacién de proteinas y varios

mas los que participan en reacciones metabdlicas, perc no son componentes de las

proteinas. Quimicamente todos los aminoacidos tienen fa misma estructura basica: un

grupo amino (-NHz) y un grupo &cido carboxilo (-COOH) unido al mismo atomo de

carbono (el carbono a). Lo que difiere entre los aminoacidos es la naturaleza del otro
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grupo que esta unido al carbono a. En el aminoacido mas simple, glicina, hay dos atomos
de hidrégeno, mientras que en todos los demas aminoacidos hay un atomo de’hidrég’eno
y una cadeha Iétéfal. que varia en complejidad quimica desde el simpl'e'g@po meﬁlb .
(-CHa) de la atanina a las estructuras de anillo aromatico de la fenilalanina, tlrdsiné y

triptéfano (Bender, 1993).

3.4.4.1 Aminoéacidos esenci

De los aminoacidos que componen [as proteinas, hay ocho que se con;ideran
indispensables y que es necesario ingerir en la dieta, ya que el ;:uerpé eslncé;@i “de
biosintetizarlos. Tales aminoacidos esenciales son: leucina, isoleucina.'K‘Ilks‘i_lkj'a'.;‘tféqniﬁé. 5
tript&fano, vatina, metionina (en ocasiones, sustituible por cistina) y feréiiélarilﬁa (; v‘aées
sustituible por tirosina). En el nifio a veces hay que considerar a la histidina y también a ia
arginina (Garcia, 1990).

A continuacién se presentan en el Cuadro 2 las necesidades de aminoacidos esenciales
sugeridas por la FAO/OMS/ONU (1985):

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

AminoAcidos Necesidades requeridas (g/16 g de Nitrégeno)
Lactantes Preescolares Edad Adultos
(2-5 afos) ascolar

Histidina 2.6 1.9 1.9 1.6
isoleucina 4.6 2.8 2.8 1.3
Leucina 9.3 6.6 4.4 1.9
Lisina 6.6 5.8 4.4 1.6
Metionina+cistina 4.2 2.5 2.2 1.7
Fenilalanina+tirosina 7.2 8.3 2.2 1.9
Treonina 4.3 3.4 2.8 0.9
Triptéfano 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
histidina

Total sin incluir 434 32.0 222 111
histidina




En cuanto a ila calidad de una proteina, se comprende que la proteina de un élimemo
que contenga todos los aminodcidos esenciales tendrd mas valor que otra que no
contenga todos, Por otro lado, es importante conocer ia cantidad de cada aminoacido,
pues cuando el organismo fabrica sus propias proteinas sélo podra fabricarlas mientras
disponga simultaneamente de todos los aminoacidos necesarios, la fabricacion cesara en
cuanto se acaba aquel del que hay menos. Dicho aminoacido esencial que se encuentra
en menor concentracién en un alimento, se llama aminoacido limitante, esta relacion se
define como calificacion quimica y estd determinada por la siguiente expresién (Garcia,
1990; Martinez, 2001):

CQ = _mg de aminoacido en 1g de proteina_de prueba
mg de aminoacido en 1g de proteina de referencia
El aminodacido limitante de las proteinas de la leche, productos lacteos, camnes,

pescados y legumbres suele ser ia metionina, y el de las proteinas de los cereales, |la

licina (Garcia,1990).
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4. METODOLOGIA

La materia prima para el presente trabajo fue la semilla de caéahuanano (Gliricidia
sepium) recolectada en el estado de Guerrero, a la cual se Ie realizé una mspeccién

visual para verificar que no se encontrara dartada flslca o bloléglcamente‘ A con(muacién

se presenta en la Figura 2, un diagrama de bloques que il tra de manera global el duseﬁo .

experimental: : A
' Semilla de cacahuanano | e
r Desengrasado con disolvente e
e Grasa crudade: ‘'
i 2 - cacahuanano v

r Harina desengrasada de cacahuanano I ;

|7: Concentrado p inico de ano l :
. i - No Téxico

Ensayo de
toxicidad
aguda

Téxico

Determinacién de factores téxicos
y antinutricionales

f

—i Pr de destoxificacion I
Sosayode Toxico t
subaguda Determinacién de factores

téxicos y antinutricionales

No téxico
r Andlisis de resultados J

Figura 2. Diagrama de bloques que muestra un panorama global del desarrolio
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 tamaﬁo de panicula Postenormeme se desengraso la

hanna en un dis posn o tlpo Soxhlet que procesa como minlmo 1 kg de material, para lo
grado QP como disolvente. A la hanna desengrasada se le elimind
en’'su lotahdad el dlsolveme, obteniendo un material con un contemdo aproximado de

59 % de proteina y 0.5 % de grasa (Martinez, 2001)

4.2 C\)bteriqlbnvdel concentrado proteinico de la semilla ae cacahuanano:

A pamr de Ia harina desengrasada de Ia' el 'l(a dé ca'bahi.q‘ar;la.(lo,rse ,reélizé‘la

mllla de cacahuanano prccesando de

100 en 100 gramos cada vez. -



solucidn de NaCl 0.2 N en relacion 1:20'"

+

l Ajustar la solucién a pH 13.0 J

[ Solubilizar {a harina desengrasada en J

con NaOH SN
l Agitar por 30 minutos a 0° ¢ I

+

Filtrar a través de tela de pellén
y ajustar el filtrado a pH 4.0 con HCI 5N

L Agitar por 15 minutos a 0° C*® J
Centrifugar filtrado a 3600 rpm
por 20 minutos a 0°C'
Eliminar sobrenadante Y liofilizar el
precipitado'®!
I CONCENTRADO PROTEINICO 1 J

Figura 3. Obtenclén del concentrado proteinico 1, donde (a) = Relacién hanna / agua;
(b) = Se utlllzé un homogenelzador CAFRAMO mod.RZR1; (c) = Se utilizé una centrifuga
BECKMAN mod. J2-21; (d) = Se utilizd una liofilizadora LABCONCO mod. 4 5.



4.1 Determinacién de proteina cruda en concentrado proteinico:

s Fundamento:

El método mas utilizado para la determinacién de proteina en un alimento, es el
método de Micro Kjeidhal, al cual se le han hecho una serie de modificaciones a fin de
reducir el tiempo de analisis y mejorar su precisién. El proceso consta de 3 pasos: a) La
digestion, que es la oxidacién de la materia orgénica por accion del acido sulfirico y ia
fliberacion de nitrégeno como sulfato de amonio; b) La destilacién de! nitrogeno amoniacal
y ©) La titutacion de éste con un acido. A continuacién se muestran en la Figura 4 las

reacciones llevadas a cabo en cada paso:

Digestion:

Materia organica + H,80. — " co,{ +

3NHLOH + HiBO3 -—»  (NH)3BO3+ 3H0

Titulacion:

(NH)3BO; + 3HCI — 3NH.CI + 3H380;

Figura 4. Reacciones que se llevan a cabo en el proceso global del método de Micro
Kjeldhai
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e Materal y reactlvos

Digestor TECATOR mod Ab 20/40

Microdestilador TECATOR AUTO KJELTEC No. 1030
Tubos de dlgestién especlales TECATOR . :
HCI 2N i

K2S04 (RA)

Solucién de H,O: al 30% : B .
Mezcla digestiva (mezclar: por : 30 mi utos 39 de CuSO*5H,0, 300 mL de sto.
concentrado y 100 mL de HaPOy) - -

Solucioén de acido borico al 1% con indicadores (disolver 20 g de acido bdrico 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 maetilo —100 mg en 100 mL de metanol-)

e Procedimiento:

Se pesan de 20 a 30 mg ;ie muestra envueltos en un papef, se agregan 0.5g de
K2S0O4, 5 mL de mezcla digésﬁva y se digieren a 370 ° C por 15 minutos. Después se
retira del digestor 'y se espera ‘a.que se enfrie para afadir 3mtL de HxO: al 30%
y se sigue calentando hasza que 1a digestiéon 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

microdesmador para que la digesuén y la titulacion se efectien automaticamente.
Ademés de introducir los tubos conteniendo {a muestra, se debe preparar de igual
manera un éon!rol de caseina (20 mg) y un blanco de dextrosa (50 mg), que deben ser

tratados del mismo modo.

= Calculos:

% Nitrégeno = (ml_muestra-mL blanco}xNyc(meg/mt)x0.014(gN/meqN) x 100

g muestra

% Proteina = %Nitrégeno x 6.25
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4.4 Ensayo de toxicidad subcrdénica en concentrado proteinico: 1:

= Fundamento:

Los seres humanos estan expuestos con mayor frecuenéia a produ'ctos quimicos en

niveles mucho mas bajos de los que realmente son téxxcos en una sola exposimén o dosls

unica, sin embargo estan expuestos a éstos dumnte penodos ° uempos més largos por lo

que para evaluar la naturaleza de los efectos téxncos en esta s:tuacxones se realizan

astudios de toxicldad a mediano y largo plazo (Derache. 1990)

« Materiales y reactivos:

Pellet (alirhento' para roedores)

Coﬁcéntrado proteinico de cacahuanano

24 ratones machos de 20 g aprox. de peso

Rack para ratones con jaulas indivuales de acero |noxidable con bebederos y comederos
Balanza granataria para animales de Iaborztono

Balanza para pesar el alimento’

* Procedimiento:

1. Seleccion de lovsrr;attéﬁes N I 7

Para los estudiyoé de t&x _dad; generaimente se eligen ratones, por su’ facil
maniputaciéon, porque soﬁj écdnémiédé ¥y se consiguen con facilidad. Para el estudio se
ocuparon ratones machos >dé'k3 ‘aﬂ4 sémanas de edad de la cepa ICR, con un peso
corporal alrededor de 20 grémés para poder observar su crecimiento durante. el

bioensayo.




2. Distribucién de los animales:

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

6 ratones cada uno siguiendo la distribucion de la “culebra japonesa (ANEXO 1).

3. Preparacnén de las dietas a probar:

n ntrado protelnlco se incorpord a una hanna de pellet cuyo anéhsis con base

en materia seca es el siguiente:

Protetna f : 18.0%
Grasq m Sk : i o 5.0%
Flbra méximn 5.0%

(Al|manto para roedores elaborado por Harlan Teklad 201BS)

ConS|derando que un ratén de 20 g de peso corporal consume en promedio 5 g de

alimento por dia y teniendo una dosis se hlzo el siguueme

calculo:

15 g concentrado proteinico x 20 g ratén 3 géﬁcéntrado proteinico

1000 g raton :
0.3 q concentrado proteinico x 1 dla 7 = 0.3 g concentrado prot/ 5 g de alimento

dia 5g Qe alimento

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

equivale a 6.0 % concentrado proteinico en [a dieta.

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

proteinico:
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 prepard una dieta control con proteiria de soya incorporada al’
pellet en una dosis de 15,000 mg/ kg p.c., dado que cuando se. esté probando una
proteina de origen vegetal como la det cacahuanano es 1mpoﬂante utlllzar un control que

sea del mismo origen.

En todos los casos, después de inco}porar_, el con prote(nico o la proteina de

soya a la harina de pellet, se mezcld perfectamet;te Yy s dICIOnO la cantidad de agua
necesaria para formar una pasta que permitiera elaborar pequeiias croquetas (o pellets)
que- fuéron secadas a una temperatura de 50 a 60 ° C para almacenarias a temperatura
ambiente durante el bioensayo.

4. Administraciéon de la dietas y observaciones:

La administracién se realizé durante 32 dias, llevando el control del agua, el alimento
consumido y el peso del animal, aproximadamente cada 2 6 3 dias, con {o cual se observd
el incremento en peso y se calculd la eficiencia alimentaria (ANEXO 2). Finalmente se
determinaron los pardmetros hematoldgicos y la relacion porcentual de algunos érganos
al término del bioensayo (Gay, 1965; Conca, 1995; Derelanks and Hollinger, 1995;
Paredes, 2001).

lgualmente, se evaluaron Ios sintomas clinicos que generalmente se observan en un

ensayo de toxu:udad guda Iordosis xrfosis. atama plloereccnén. ereccion caudal.

agresividad, aletargamineto, exntac:én, disnea. cianosis e hipotermia.

= Analisis estadistico:
Al término del bicensayo se realizé el analisis estadistico con los resultados arrojados
durante el experimento. Se realizd el analisis de varianza al 95 % de confianza y las

pruebas de rango muitiple (Prueba de Duncan) correspondientes (Montgomery, 1991).
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4.5 Determinacién de f: es toxi y antinutricionales en concentrado proteinico

1:

Se determinaron los factores téxicos y antinutricionales que pudie_ra contener el
concentrado proteinico de acuerdo a algunos estudios realizados anteriormente “al
cacahuanano: canavanina, cumarina (téxicos) y acido fitico (antinutricional) (Grifﬁtﬁs.

1961; Martinez, 2001).
4.5.1 Canavanina:

= Fundamento:

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

con algunas modlf‘caclones (Rosen!hal 1977) : Esta se basa en que los oompuestos que

tienen el grupo guanldcxx com I rea_ctiy _e#pec[ﬂco de

pentaclanoamlnoferrato produc ndo un’ color rojo agenta al traba]ar en un rango bien

definido de pH (6 5-7. 0) La colora ion obtenlda se’ Iee\en un espectrofotémetro a una

fongitud de onda ‘de 550 nm.

= Material y reactivos:

Parrilla de calentamiento y agitacién muiti e THERMOLYNE mod SP-1 3025
Potenciometro CORNING mod. 430 -

Bado de temperatura controlada GRANT. mod. LRf22493
Espectrofotémetro SEQUOIA-TURNER mod. 340 o

Agitador mecanico tipo Vortex LAB-LINE mod. 1192

HCI O.1N

NaOH 1N

Sal sufatada de canavanina (SIGMA C-9758)
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Solucion esténdar de canavanina (100pglmL)
Amortiguador de fosfatos pH 7. 0

NaOH SN

Pentacnanoaminoferra!o al 1% (PCAF)

- Procedimient ;e

A 100-150 mg dem estra f" amente molida y desengrasada, se le agregan 20 mL de

HC1 0. 1 N para realizar la exlraccién durante toda una noche a 200 r. P. m

minutos. Después Ieer Ia coloracién obtenida en:un

espectrofotémetro a una longltud de onda de 550 nm'

e Calculos:

Para la realizacién de Ios célculos es necesano correr un curva patron que tenga una

concentracién de 0-300 pg de canavanlna como se muestra en el Cuadro 3:
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Cuadro 3. Curva patrén para la determinacién colorimétrica de canavanina.

Concentracién Solucién Amortiguador PCAFE
de canavanina estandar pH 7.0 (m)) (miL)
[+ 0.0 9.6 0.4
(blanco)
20 0.2 9.4 0.4
50 0.5 9.1 0.4 incubacién Lectura
100 1.0 8.6 0.4 30°C a o
150 1.5 8.1 0.4 25 min. 550 am
200 2.0 7.6 0.4 o
300 3.0 6.6 0.4

Medlante la ecuaclén de la linea recta obtenida con los datos de Ia curva patrén. se .

determlna al contenldo de canavanina y se reporta como porcenlaje de canavanln .'

4.5.2 Compuestovsrt_:umariniéoszi =

* Fundamento:' ) -

De acuerdo a la estructura base de las cumarinas (Kang et al, 2001)‘ se toma en
cuenta su solubilidad en una mezcla de cloroformo/metanol para su extraccion y.una vez
obtenido el extracto se realizan las pruebas respectivas de cromatografirar e;;n ﬁléca, "IR.

RMN y cromatografia de gases para su identificacion.
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« Material y reacticos:

Parrilla de calentamiento y agitacién multipie THERMOLYNE mod. SP-13025
Rotavapor Bichi RE 111

Cromatofolios MERCK Macherey-NAGEL de placa fina con indicador de fluorescencia
Camara de elucion
Lampara UV Electroline Modelo CM10
Espectrofotometro IR Perkin-Elmer 283-8
Espectrofotometro RMN Analitico Variant XR-300 de 300 MHz
Disolvente: CDCls
Referencia interna: TMS
Cromatégrafo de gases Hewlett Packard Modelo 5890 Serie 1l
Columna capilar (de uso normal) HP-SMs (5 % Menl fenil silicona)
Gas acarreador: Helio de alta pureza (30cmlseg)
Mezcla cloroformo/metancl (80% cloroformo 7 20%metanol)
Mezcla hexano/AcOE! (hexano 80% / ACOEt 20%)

. Procedxmlento

AS5g de muestra f'namente molida y desengrasada se le agregan S0 mL de una

mezcla de clcroformol metanol (4:1) y se somete a una agitacion de 300 r.p.m durante 2

horas. Esta mezcla es filtrada descartando el sdlido, e! liquido es tratado en el rotavapor',

para evaporar Ia mezcla de disolventes a una temperatura de 50°C, a la sustancia sélida '

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

20%), se obtiene su espectro de IR, RMN y Cromatografia de gases.



4.5.3 Acido fitico:

e Fundamento:
La métodploéra empleada es la propuesta por Haug y Lantzsch, la cual se basa en la

detefhinacléri' délérimétrica indirecta del fosforo del fitato presente en la muestra. El

extracto de a muestra es calentado con una solucién acidificada de concentracién

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

Fe(lll) residual que el acido fitico no alcanza a complejar mediante una reacciéon colorida

con ia 2 2-blpind|na, facilmente medible espectrofotométricamente (Haug and Lantzch,

1 983)

. Maten’él y g'éactivos:

ParVri‘lla' de calentamiento y agitacién multiple THERMOLYNE mod. SP-13025

Centrifuga CLAY-ADAMS, DINAC ™

Tubos para't';eihtrifuga con tapén

Vértex LAB-LINE mod. 1192

Espec(rofoléfneli-o SEQUOIA-TURNER mod. 340

HCI 0.2N

Sulfato férrico de amonio*12H,0

Acido tioglicotico

Fitato de sodio .
Solucién férrica (pesar 0.2 g de sulfato férrico de amonlo'12H20 dlsolver en ‘100 mL de
HCI] 0.2N y aforar a 1L con agua desionizada) E :

Soluciéon de 2,2-bipiridina (pesar 1g de 2,2-bipiridina, medlr amL. de éddo tloglicélico y
aforar a 100 mL con agua desionizada) : g =
Solucién estadar de fitatos 1.5 mg/ mL (se utiliza la sa! sédica del acndo mlco la cual 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 mlL con agua desionizada)
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« Procedimiento:
Se pesan de 0.04 'a 0.12 g de muestra Fnamente mohda Y. desengrasada y se le

adicionan 20 mL de HCI 02N para someter a una agnaclén ,mecénxca a temperatura

ambiente durante 20 mlnutos 300

‘OOOA r.p.m durante 15

agua cubra tolalmenle el nivel del llquldo dentro de los tubos.

Transcumdos Ios ‘30 mi nutos hay que esperar que los tubos se enfrlen Una vez que

han alcanzado Ia tam t ra'ambxente se les agregan 2 mL de solucion de 2 2-b|pmdina

y se mezcla perfec@menté el contenido.

Se mide la'abébrb 'ia a 519 nm a los 30 segundos exactos después de haber

agregado la 2 2-blp|n na a cada tubo. Se utiliza una celda con agua desionizada para

calibrar el espectrofotémetro en cero y después se lee la absorbancia del blanco, la de las

muestras problem s estandares. A cada una de éstas se le resta por separado el

blanco para asi obtener Ia absorbancia corregida respectiva.
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e Calculos: :
Las soluc«ones de la curva patrén se preparan diluyendo la solucion de referencca de

fitato con HCI O 2N en un rango de 3-30 ng fésforo fitico/ mL.

el fltato de SOdI y/o acldo mlco comlenen 8 atomos de fosforo (peso molecular—so 97

g/mol), por. lo que 6 185 82 9 de P/ mol. El peso molecular del écido fmco es de

660 g/ mol y el pes molecular del fitato de sodio es de 923 8 g/'mo La solumén patrén

contiene 1 .5 mg de fitato/. m

1500 ug fitato de sodio X :

: : B
L mb B;xg ato de sod:o o

. Se realizé 12 curva patrén de acuerdo al Cuadro 4, con la 'regresién lineal se interpolan
los datos' y “se obtiene la concentracién del analito’ presente en la muestra como

porcentaje de acido fitico o fitato.

Cuadro 4. Curva patrén para la determinacion colorimétrica de Acido fitico.

Jubo mL de solucién estandar Aforar a (mL) Concentracién
{301.72 ug P/ mL) final ng P/ _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




4.6 Pr o de d f" i6n (obtencié del concen!rado pro!einico 2):

Para la destoxlfcacnén de la" fraccuén protelnlca de cacahuanano se utilizé otro
procedlmiemo para la ob(encién de un nuevo concentrado, el cual se muestra en la Figura

5y se llamaré concenlrado protelmco 2 (Ordoéniez et al, 2001):

Solubilizar la harina desengrasada
en Bisulfito de sodio al 0.25 %
en relacion 1:10'

l Ajustar la solucién a pH 10.5 con KOH 0.5N |

[ Agitar por 1 hora a 60° C® 1

?

| Filtrar a través de tela de pellon |

y ajustar filtrado a pH 4.5 con HPO,0.5N

Centrifugar filtrado a 5000 rpm
por 20 minutos a temperatura ambiente's

Eliminar sobrenadante y lavar con agua
destilada el precipitado 3 veces en la
centrifuga con las mismas condiciones

3+

| Secar precipitado durante 24 hrs.a 25°C

+

| CONCENTRADO PROTEINICO 2 ]

Figura 5. Obtencidn del concentrado proteinico 2, donde (a) = Relacion harina / agua;
(b) = Se utilizé una parrilla de calentamiento y agitacién multiple THERMOLYNE mod. SP-
13025; (c) = Se utilizd una centrifuga BECKMAN mod. J2-21; (d) = Se utilizé un horno LAB-
LINE Iimperial lil.
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Posterior a la destoxlf‘cacién del concentrado proteinico, se procedid igual que en el
caso antenor con Ia determunacién de prote[na y ia venf’cac:én de la inocuidad del

material, para ello se reallzé la delermmacuén de factores téxicos y antinutricionales segun

ta metodologia ya expu staen K

pqmos 43y 4.5,

4.7 Cuéntiﬁca rﬁlnqécldos.  determinacién de Triptéfano y calificaciéon

quimica:

A,coritinuécfén_'sé presenta de manera breve la metodologia que se utilizé para la
cuantiﬁcaéién de aminoacidos, la determinacién de Triptéfano y el calculo que se realizd

para obténer la calificacion quimica.

4.7.1 Cuantifi i6n de aminoécidos:

La cuantificacion . de amlnoécidos se'hizo "por cromatograﬂa de liquidos de alta

resolucidn-fase reversa (HPLO—RP)

« Fundamento: .

La cuantificacién’de aminoacidos . se ha llevado a cabo tradicionalmente utilizando
resinas de intercambio iGnico, previa hidrdlisis de la proteina. Después de la separacién
cromatografica los aminoacidos se hacen reaccionar con ninhidrina para poder detectarios
colorimétricamente (derivatizacion post-columna) (Lucas y Sotelo, 1982; Nollet, 1992).En
la actualidad, {as caracteristicas de los métodos basados en HPLC (High Performance
Liguid Cromatography) han permitido que éstos se impongan dada su mayor rapidez y
sensibilidad (Ategria et al, 1998). Debido a la polaridad de los aminoacidos y a la ausencia
de un croméforo en ia mayoria de ellos, {a formacién de un derivado antes de! analisis por
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HPLC de fase reversa es r ia (derivati idn pre-columna).. Los derivados formados

con B-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato son estables 'y permiten incrementar

la precisién y sensibilidad del analisis (Diaz et al, 1996).

= Material y reactivos:

Hidrdélisis

Estacion de trabajo Pico Tag, Waters

Viales de reaccidn de la estaciéon de trabajo Pico Tag
Bomba de alto vacio RV8, Edwars

Refrigerante tipo dedo frio

Tubos de ensaye de 4 X SO mm, Coming
Cortador de vidrio o marcador indeleble
Micropipeta y puntas (200-1000 pL), Finnipipette
Vértex Super Mixer modelo 1290, Lab-line

Agua destilada y desionizada

Hielo seco

Metanol grado Q.P.

Nitrégeno de alta pureza Infra

HC1 6N, 0.1 % de fenol

Preparacién de la muestra

Micropipeta y puntas (50-200 plL), Finnipipette
Pipeta Pasteur ER
Vartex Super Mixer modelo 1290, Lab-line
Matraz aforado 5 mL

Jeringas 10 mL

Acrodisco de Nylon, 0.22 um de tamaio de poro y 13 mm de diametro, Gelman
Tubos de ensaye de 10 x 70 mm, Pirex
Cartucho Sep Pack C,s Classic, Waters
Noreucina 5mM-HCM 10 mM

Acetonitrilo: Agua 20:80

Acetonitrilo grado HPLC, JT-Baker

Agua destilada y desionizada
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Denvauzacién

Tubos de ensaye de 4'x 50 mm. Comlng

Pamlla de calentamlemo. surrerIHot Plate Corning, con bafo de aguaa 55°C
Mlcroplpeta y punt' (50-200 pL), Finniplpene

Mlcropipeta y puntas (100—1000 p.L), Finnipipette

Vortex Suber M" er modelo 290 Lab-line

Parafilm :

Esténdar de aminoécidos H 2 5 mM excepto Cistina: 1.25 mM, Pierce

(AccQ Fluor reagent diluent, vial 28), 6-aminoquino|ll-N-hldrox:succlnimidnl
carbamato A'ccQV Fluor reagent, vial 2A) y buffer de boratos (AccQ Fluor Borate Buffer,
reactivo 1) Walers

Anél_lsis cromatogréﬂco

Sisteha de entrega de disolventes, modelo 510, Waters

lnyéclor Rheodyne con loop de 20 pL

Jeringa para HPLC 25 uL, Hamiiton

Detector UV-Vis Waters 486, Waters

Homo y unidad de control de temperatura modelo (11, Waters

Controlador automatico de gradiente modelo 680, Waters

Adquisicién e integracion de datos Chromjet, modelo 54076, Waters

Sistema de filtracion a vacio, Millipore

Filtro de tamario de poro 0.45um tipo HA, Millipore

Filtro de tamario de poro 0.22 pm tipo GV, Millipore

Filtro pre-columna en linea, Waters

Columna AccQ-Tag Nova Pak Cis tamario de particula 4um, de 3.9 mm x ’150 mm,
Waters

AccQ Tag concentrado A (buffer acuoso de acetatos y fosfatos), Waters
Acetonitrilo grado HPLC, JT Baker
Agua destilada y desionizada
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. Procedlmiento (para muestras con mas de 20% de proleina)

1. Hidrélisls de la muestra N

Inlclalmente se prepara Ia estacuén de traba]o depcsltando hlelo seco en el recipiente

del refrigerante tnpo de el hlelo Se verifica que los

on de'“ sallda del Nitrégeno no

debe excede de san 10 mg de muestra seca

bo de 4 x50 mm‘ se’ agrega una gota' de agua y se agita por

Y desengrasada en nV
unos seg' dos para hndratar por completo la muestra y dnstnbuirla en las paredes del
tubo, La muestra debe ser preparada (Nitrégeno y vacio) y después se realiza la hidrélisis
con 200 pL de HCI 8N, 0.1% fenol 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 vacio.

2. Cuantificacién de aminoacidos por HPLC de fase reversa
« Rehidratacion del hidrolizado y preparacion de la muestra (purificacion y filtracién)

Para llevar a cabo este pasc es necesario rehidratar el hidrolizado agreééndé 1700;.1!_
de norleucina 5mM-HC! 10 mM (el primero como estandar intemo y el HCI para
rehidratar), aforar a 5 mL después de lavar con acetonitrilio al 20 %, purificar con la ayuda
de un cartucho Sep Pak C,s {(activado) y filtrar a través de un acrodisco de- nylon,

desechando fas 3 6 5 primeras gotas y recuperando el resto del cual serd tomada la

alicuota para derivatizar los aminoacidos.

« Derivatizacion:

a) Recohétitu&ién"dé" Q a enjuaga Ia punta ‘de una micropipeta de 1000 uL tomando

1000 uL del reactlvo de QC (v al 2B) y desechandolos para después transferir

1000 ul del mlsmo reactlvo (vnal 28) para reconstituir el reactivo de derivatizacion (viat
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2A). Se cierra, se agita y se calienta el v:al 2A enla pamila con bano a 55 C hasta la

disolucion del reactivo de denvauzacién

b) Preparacion de un esténdar de: amlnoacidos se mezclan 80 pL de la so|uclén stock

de aminoacidos (2.5 mM) 'co “20 L norleucma 5mM-HCI 10mM y 900 pL de agua

purif'cada para obténe} un estén noécidos de concentracnv 0 2 mM (cistina

0.1 mM) con 0 1mM de norleucma como estandar intemo

<) Denvatizac:én de aminoacidos: Se depositan 10 p.L del esténdar de amlnoécidos o de

n tubo. se agregan 70 pL de buffer de b : s (reacﬂvo

1 y ‘se aglta el tubo 10 segundos Se agregan 20 ub det reacuvo de: denvatnzacnén ya‘

reconstltu do (via 2A) ‘fn mente se aglta por un minuto para después int odu r(o en el

baﬁoass Cdura e 10

,Inutos Se de]a enfriar para proseguir con el p cedlmiento
- AnahSlS cromatogréf‘ co: .

a) Preparacuén de fase mov:l (A y B)

b) Instalacién del HPLC

(= slstema de anéllsis cromatogréf’ ico debe lnstalarse cuidando que las conexiones
de la tuberia sean adecuadas para no deformar los picos de los aminogramas por la
formacion de voliimenes muertos. La columna debe de conectarse en la direccién que

indique su etiqueta de identificacion.
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c) Acondicionamiento del equipo

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

cada una de las 2 bombas, Se acondiciona et equipo de acuerdo al Cuadro 5:

Cuadro 5. Acondicionamiento del equipo

Tiempo % fase A % fase B Flujo
{minutos) (mL / minuto)
Inicio [¢] 100 o
5 [$] 100 1
40 [e] 100 1
45 100 [s] 1
60 100 o] 1

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

y el detector de UV-Vis (A=254 nm, filtro 0.5 y sensibilidad 0.05) para después ajustar a

cero.

d) Gradiente de separacion y cuantiﬁéacién de aminoacidos

Listo el acondicionamiento,

se ‘inicia el gradiente ‘con el cual ‘se . efectuara la

separacion y cuantificacion de I6‘s derivados' de los émiﬁdécidosy;se enciende el

registrador establ‘eclenc‘lo'las condiciones adecuadas (velocidad del ;;apel: 0.5 em por

minuto; ancho de pico: PW 3; atenuacién: atten 128 o 258). Se inyedan de 5 a 20 puL de

muestra o 5 ul. de estandar de aminoacidos (0.2 mM), el tiempo de corrida sera de 55

minutos.
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e) Calculo def contenido de aminoécndos en 9/16 gN-

Se calcula el contemdo de cada uno de los 17 amlnoamdos (g amlnoémdol 16 g N)

con Ia sngunente eouacuén .

1Bx((AaaIAnIeu)mtrax(AnIeu/Aaa)stdszldxaxF’M]/[mgmtrax% N]

area del amlnoacldo dado A n-leu-area de norle
estandar; Cstd—concemraclén del :aminoacido  dado' en el estandar;

dado; mg mtra= cantidad de muestra en m
muestra seca desengrasada

ra; std="en el -
a!oro de! hldrollzado P.M.=peso .
9% N="porcentaje de nitrégenc en la

4.7.2 Determlnacldbn de Triptéfano:

« Fundamento:

Eil Triptéfano es el tnico aminoacido que no se pl‘i

25 mL y se c anm“ca elvammoécido por medio de una tecn ca colon étrica en donde se

aprovecha que el anillo de indol de los residuos de Tnptéfano da un com esto colondo

con p—dlmeulammo benzaldehido (Lucas and Sotelo, 1982; Rao el al. 1974)

« Material y reactivos:

Espectrofotdmetro SEQUOIA-TURNER mod. 340
Vortex LAB-LINE mod. 1192

HCI concentrado

Solucién estandar de Triptéfano 0.0S % mg / mL

Solucion de p-dimetilamino benzaldehido al 0.5 % en HCI concentrado (DMAB)
Nitrito de sodio al 0.2 %
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e Procedimiento:

Se toman de! hidrolizado 3 allcuotas de'2 mL cada una. A uno de fos tubos se ' le

adicionan 7.5 mL de HCI concenlrado (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 ti;er’nypo’
uno, se agitari y se dejé na mente se Iee a 590 nrn contra el
blanco. : ' =

Célculos

Se hace una curva esténdar de;O a 100 pug tomando 0, 04 ‘.8.'1;2.:’ '1.6 y 2 mLﬂde la

F:nalmeme se en g “Triptsfano / 100 g N (16 g N) tomando en wenta el aforo 'y la

dilucién usada, asi como el porcentaje de protalna en a muestra
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4.7.3 - Calificacién quimica:

+ Fundamento:

Y can i ad del ammoécldo indispensable que esta en mayor

deﬁclencla en: a” protelna estudlada al compamria con el mvel presente en una proteina E

= Calculos:

La cahfcaclén quimica para cada aminoacido se calcula mediante la siguiente
relacioén, donde el porcentaje de aminoacidos se expresa como g aminoacido/100 g de

proteina:

CQ = _% aminodcido problema x 100
% aminoacido estandar




4.8 Ensayo de toxicidad aguda con concentrado proteinico 2:

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

material, es necesario realizario antes de volver a evaluar |a toxicidad subcrénica.

= Fundamento:

Los estudios de toxicidad aguda implican una sola administracion de Ia su‘stancia

quimica y la observacién de los efectos toxicos adversos en: un do. de 24 horas

(Derache. 1990) Cuando una sustancia es téxica,’ después de «Ia penetracién al

organlsmo a dosis relativamente elevadas, provoca trastomos de una o vanas func:ones

que pueden llegar hasta la muerte.

» Material y reactivos:

Ratones machos cepa ICR de 15a 17 g de peso

Jaulas de acrilico para ratones con comederos y bebederos
Jeringas hipodérmicas de 1.0 mL - -

Agujas especiales para la administracion oral

Balanza granataria para animales de Iaboratorio
Marcadores indelebles S
Concentrado proteinico 2

Goma guar at 0.2%
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e Procedimiento:
1. Distribucion ‘de4los ‘a;nivmales:

Se suprirriié el;uhahto a los animales una noche anterior al comienzo del bicensayo y
solamente sé les pyropcircloné agua “ad libitum”, ya que la administracion se debe realizar
con 12 horas de ayuno. Una vez pasado el ayuno, los ratones. fueron pesados y
maréados. para después repartirlos en diferentes lotes de acuerdo a la distribucion de
“culebra japonesa” (ANEXO 1).

2. Preparacion de la mues(ra

Para la adm:nlstracién por vua oral se requlere de un medio portador ° vehiculo para

‘se: debe administrar un volumen que sea lo suf’cnentemente

grande para |r|o con facnlldad pero a su vez no demasiado para gue no produzca

traumatismo  al animar El volumen maximo permitido en administraciéon por via oral en

ratones eslb 0 mL por.lo que si se define 1D como la dosificacidn de 0.01 mL/ g de

peso corpqral. nlcnces se puede administrar hasta una dosificacion de 5D (5 x 0.01 x 20

gp.c. = 1mL).:En'este estudio se realizé la administracién de una dosis de 15,000 mg/ kg

p.c., la cual':se encuentra entre los limites de una sustancia que se considera como
practicamente no toxica y relativamente inocua. Como referencia se utilizé un contro! sin
concentrado proteinico ( se administrd Gnicamente el vehiculo, que fue goma guar al

0.2%]).
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La dosw'cacnén seleccnonada fue de 5D (o 05 mlU/ 1g p.c.), por lo que se prepard una

suspension de ta sugulen(e manera T

15,000 mq concentrado

15,000 maq éoncentrado = 15 mg_concentrado
. al 1 g p.c. animal

00 mq i':oncergtrado
: mL

'cacikén mas alta de 22,500 mg / kg p.c., para

225 ma concentrado

A kg p.c. an' al-:; 1 g p.c. animal

22.5 mq concentrado x3 g g C. amma[ 450 rﬁg concentrado
1 g p.c. animal 5 ml. solsombk

4. Observaciones:

Una vez administrado el concentrado,. se restituyd el alimento y se observd: el

comportamiento de los ammales cada hora durante fas 10 primeras horas, después alas

24 horas y fnalmente a las 48 hora Durante el bicensayo, es importante anotar Ia

mortalidad de cada lote y eva ar, la racten’stlcas clinicas como lordosis, xlfosls. ataxia,
piloereccién, ereccién caudal agresivldad aletargamiento, exitacion, dxsnea. cianosis e

hipotermia, las cuales han sndo descntas anteriomente (ANEXO 3).
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4.9 Ensayo de toxicidad subcrénica con concentrado proteinico 2:

Se realizd el bioensayo en las mismas condiciones que en e} caso anterior, con dietas
del concentrado proteinico 2 al mismo nivel que con el concentrado proteinico 1, el mismo
numero de ratones en cada lote y un control con proteina de soya, con la Unica diferencia
que la duracién de este bioensayo se disminuyé de 32 a 28 dias*.

*Et bioensayo de toxicidad subcrénica con concentrado pr se realizé en 28

2,a del
dlas ya que se disponla de poco material. Ambos tiempos de duracién se encuentran dentro de lo
establecido para bioensayos de toxicidad subaguda (Repetto, 1991).
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5.RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencion de concentrado proteinico 1:

A continuacién se muestra en el Cuadro 6 el porcentaje de protelna en el concentrado

proteinico y el rendimiento en la obtencién de éste La determina 6n de protelna se’

realizd por cuadriplicado dando un 77. 75 % de pro!

raportado en traba_los prevnos para la obtencién de concentrados proteinicos (Alvarado,

1999; Paredes 2001)

Cuadro 6. Obtencién de concentrado proteinico 1

Muestra % Proteina promedio Rendimiento
(%N x 6.25) (%)
Concentrado proteinico 1
77.75 + 0.57" 33.00

* Resultado de la determinacién por cuadriplicado
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5.2 Ensayo de toxicidad subcrénica con coﬁbentradq proteinico 1:

En este apartado se presentan los resultados c;btenyidos durante el bicensayo de
toxicidad subaguda del concentrado proteinico 1: » :
e Porcentaje de mortalidad B v

En la Figuras 6 se observa el porcentaje dg mortalidad de los animales en el
bioensayo, lo que puede considerarse corﬁo el principatl parametro de toxicidad.

Dieta 22.500 ma / kg p.c.
100- - 400-—em— 380

oo
%

80 3.33

70
80

50

40 1
30

Dieta 15, 000 mg / kg p.c.
33.32 »-33:32———33:32

Mortalidad (%)

20
10 1

] g — >4

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Tiempo (dias)

Control v Dieta 7.500 ma / ka p.c.

Figura 6. Grifica de mortalidad de los animales de los diferentes lotes en el
bioensayo de toxicidad subcrénica para el concentrado proteinico 1. Se puede ver
que ya en la primera semana habia muerto mas def 80% de los ratones que consumieron
la dieta con mayor dosificacién, es decir, 22,500 mg concentrado proteinico/ kg p.c.; a la
mitad del bicensayo se tuvo en dicha dosis el 100% de mortalidad. Por otro lado, para tal
fecha en la dosis intermedia (15,000mg concentrado proteinico/ kg p.c.), se tenia 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 tdxicos drasticos.
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De acuerdo a lo anterior se obtuvo la dosis téxica media (DTso) para e! concentrado

proteinico 1.

A continuacién se muestra en el Cuadro 7 las mortalldad a los 14 dlas segun Ias

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

corregido.

Cuadro 7. Mortalidad a los 14 dias

n Dosis Mortaiidad a los 14 dias Respuesta Respuesta
(mg/ kg p.c.) animales muertos % observado % corregidof*}
animales tratados
7,500 0/6 o 4.17
15,000 2/6 33.32 33.32
22,500 6/6 100 95.83

Donde n= namero de animales tratados, (a) = los valores se corrigen con las férmulas: [(0.25/n,) x 100]
para el O % de mortalidad y [(n+-0.25) / n] x 100 para el 100 % de mortalidad.

Con los datos mostrados en e! Cuadro 7 se graficd sobre papel logaritmico !a dosis -

contra el porcentaje de mortalidad obteniéndose una linea recta en la que se in!erbolé la

dosis téxica media (DTso) con un valor de 15, 000 mg/ kg peso corporal la cual nos indlca

la mortalidad que se presen!é al decimocuarto dia de expenmentacuén
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e Control de peso corporal, agua y allmento consumldos durante el bioensayo

Dado que a Ia mitad del bnoensayo se encontraba mueno ya el 100% de Ios ralones

en'la d|eta de 22 500 mg concentrado proleimco 1/ kg pc no se’ consideré esta cheta

para la elaboracién de Ias

guras 7 8 y 9 : Asi m|smo en el caso de la dleta de 15, 000

mg/ kg p.c. sélo se consnderé el promedlo de Ios ra . nes que sobrewweron al buoensayo

N
N

20 :
18 e 8
=10 L———'
2 14 Control de soya
D2 e
20 {_______-
g o /}/{”‘{/
o 6 {/i"""{ Dieta 7.500 ma / ka p.c.
= 0
]
(D .2 2 4 -] 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 T
s T -
- L& T T T I H Co
-6 - Dieta 15. 0004ma / ka p.c. |
-8

‘Tiempo (dias)

Figura 7. Incremento atumulédo en peso corporal. Se observa la tendencia del
crecimiento de los ratones relacionado con la cantidad de alimento consumido, pudiendo ver
que la mayor gananciaen peso se tuvo siempre en el control de soya, seguida de la dieta de
menor dosificacién, 7,500 rhkgl‘ kQ p.c. con una diferencia alrededor de 5 a 6 9. Finalmente se

corrobora el efecto noclvo a una dosis de 15,000 mg/ kg p.c. al observarse una disminucion
en peso muy pronunclada '
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Figura 8. Alimento total consumido Por medio de la grafica es posible observar la
cantidad total de alimento consumido durante e! bioensayo, observandose que ef
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. Grifica que nos muestra la tendencia del consumo de agua de los
diferentes lotes alimentados con concentrado proteinico 1 (de cacahuanano) y
aistado de proteina de soya (control). En el consumo de agua medido semanalmente,
puede observarse {a 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 grafica como la anterior dejan en claro la igualdad de condiciones
durante la experimentacion, ya que la tendencia de consumo es la misma aunque sea en
diferentes proporciones para cada dieta.




En las Figuras 7 y 8 se puede ver que aunque no hubo mortalidad »en,la dieta de menor
dosificacion (7,500 mg/ kg p.c.), los resvultados‘ nof&eron tan-buenos como para’ la dieta

control, donde se utilizé proteina de soya (15,000 mg/ kg p.c.).: Esto poéydn’é‘ corrooorarse con

el calculo de la eficiencia alimentaria.

Al igual que en el caso anterior, no se conslderé d[eta de 22 500 mg/ kg p.c. para la

elaboracién de los cuadros 7, 8 y 9 dada“ la’ mortalldad "e Io ratones a: la mntad det
bioensayo.
Eficiencia alimentaria

El hecho de que un ratén consuma més ahmento o tenga mayo

anancia’en peso no
significa que dicho alimento sea mas efcleme com t b

factores (el alimento consumido y la gananc!a en peso ya que puede ser que aunque un

animal haya consumido poco alimento tenga una ganancia en peso considetable es por

eso que es necesario hacer el siguieme céloulo.

Eficiencia Alimentaria = (Incremento total en peso 1 Alimento total consumido) x 100

Cuadro 8. Eficiencia alimentaria del concentrado proteinico 1

Dieta Eficiencia
alimentaria (%)
Control de soya 9.75 + 1.07
7,500 mg/ kg p.c. 763+ 1.48
15,000 mg/ 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 fa menor dosificacién de
concentrado proteinico (7,500 mg/ kg p.c), {a cual no presenta una diferencia significativa

con éste y por lo tanto puede considerarse que fa proteina del concentrado proteinico 1 a
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esa dosis, es tan eficiente como [a proteina de soya. Asi mismo, se puede observar que
dada la disminucién 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.

Sir clinicos ob d

La lordosis fue uno de los sintomas mas frecuentes durante el bioensayo,
presentandose alrededor det quinto dia en los ratones que consumieron la dieta de 15.060:;
mg/ kg p.c. y de 22,500 mg/ kg p.c. A la par, se presentd ataxia y pnoereccién en el casok .
de la dosis mas alta, siendo que en !a dieta de 15,000 la piloerecciéon se presenté en

algunos casos desde el dia 8 aprox. y en otros alrededor def dia 20. En todos los casos;

donde se presentd la muerte de los animales, antes de ésta se presenté aletargam ento

En el caso de la dieta de 15000 mg/ kg peso corpoml ‘fue muy no!ona una

hiperactividad desde la mitad del bioensayo (en los casos donde no hubo muene)

En la dieta de menor dosis, 7,500 mg/ kg p.c., no se pre en(aro os stntomas

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

Relacién porcentual promedio de algunos érganos con respecto al peso del
animal al final del bioensayo
En el Cuadro 9, se presenta la relacion porcentual del higado, el rifion, el corazon y el
pulmon, viéndose mayores diferencias en el rifion y puimon de los animales que
consumieron la dieta de 15, 000 mg/ kg p.c. con respecto at control de soya.

Cuadro 9. Relacién porcentuat de algunos érganos al final del bioensayo en
concentrado proteinico 1

Higado Rin6N Corazén Puimén
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 1.95 +0.32" 0.79 £0.33 1.11 £0.24%
mg/ kg p.c.

* Presentan diferencias

conr
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Con estos resultados se puede ver que hay una variacion ‘mayor con respecto al

contro! en el caso de Ia die!a de 15,000 mg/ kg p.c, en la cual se observa que hay una

diferencia slgnif'catwa con el control en los pesos del rifién y el pulmé .

) lo que denota que

éstos érganos ¢ ctados al consumirse el concentrado a tal do

comparar el ‘control con Ia die!a de 7,500 mg/ kg p.c. no se encuentra

lo que bdedé fecirse que no hubo efectos tdxicos a tal dosis a mvel

Parametros hematolégicos al final del bioensayo

En ‘el Cuadro 10 se presentan los parametros hematoléglcos obtenidos al fnal del
bioensayo, presentiandose algunas diferencias de la dieta de 15.000 mg/ kg p.c. con el

control.

Cuadro 10. Parametros hematolégicos al final del biocensayo en concentrado
proteinico 1

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

Leu (10° /pL) 1.17 + 0.69 119 + 0.46 0.94 + 0.38

Eri (10%7uL) 10.98 + 0.20 10.87 + 0.71 11.15+ 0584

HB (g/dL) 16.58 + 0.61 15.67 + 1.05 15.40 + 1.08

HTC (%) 98.05 + 2.98 9512 +5.48 90.65 + 8.26

VCM (fL) 89,42 + 2.63 87.58+2.74 81.28 + 2.62"

HCM (pg) 1510 + 0.54 14.40 + 0.56 13.82 + 0.48*%
CCMH (g/dL) 16.88 + 0.36 16.43 + 032 17.00 + 0.62

PLT (10° /L) 1051.83 + 87.46 1024.17 + 132.18 794.25 + 471.38

* Presentan diferencias significativas con respecto al control

donde Leu = glébulos blancos en miles por microlitro, Eri = g rojos en por microlitro, HB =
hemogliobina en gramos por HTC =t en por VCM = vol. corpuscular medio en
femtolitros, HCM = hemoglobina corpuscular media en picogramos, CCHM = concer de

corpuscular media en gramos por decilitro, PLT = plaquetas en miles por microlitro
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Se cbserva que en el caso de la dieta de 7,500 no hubo dlferencna con el control en
ninguno de los casos. sm embargo en el caso de la dleta de 15 OOO mg/ kg p. c se denota

una alteracién en el volumen corpuscular medio y en Ia hemoglobm corpu cular medla,

se ve que hay una disminuciéon en estos dos paréme(ros' L. sociacion’ de un valor

subnormal (por debajo de lo esperado) de HCM (hipocrom a) col

vCM - (mucrocutosus) establece la entidad m:crocnos

permite clasnfcar aLprodycto tl:omo;pria‘\ctic'a el

limitado.

53Determinaci6n de factores téxicos y - antinutricionales'  en - concentrado

proteinico 1':

De acuerdo ‘a estudios realizados anterionmente se hizo la determinacion de
canavanina y cumarina como principales factores toxicos sospechosos de haber causado
la muerte de los ratones durante el bioensayoc y como factor antinutricional se considerd

principalmente al acido fitico (Griffiths, 1961; Martinez, 2001).
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5.3.1 Canavanina:

Esta determinacién se realizd por triplicado, -presentandose en el Cuadro-11 el

resultado obtenido:

Cuadro 11. Contenido de canavanina en concentrado proteinico 1

Muestra % Canavanina
promedio
Concentrado proteinico 1 3.84 + 0.11

El contenido de canavanina en el concentrado proteinico 1 es significa(ivo."ya que

aunque no se ha establecido un maximo permitido, su contenido es similaf élvae ia seniillé

“Jack Bean (Canavalia ensiformis) que es la materia pnma de la cual se extrae es!e

3ylosdar‘lo‘aés lan en a _' anavanina, seconsldem

entonces .a ésta CO O Ia

nncipal ca ISa de Ios efectos téxncos durante,el bnoensayo

{(Malinow et al, 1982)
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5.3.2 Compuestos cumarinicos:
Después de"’,la extraccion  de! extractb en ‘cloroformo/metanol, se realizaron las

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

Cuadro 12. Determinacién de comp tos cumarinicos en concentrado proteinico
1
. Determinacién Resultado
Cromatografia en placa Negativo
infrarrojo Probable presencia de cumarinas
Resonancia magnética Negativo
Cromatografia de gases Negativo

De acuerdo a los resultados obtenidos en el Cuadro 12, se puede decir que no hay
compuestos cumarinicos en fa muestra.

Debido a los grupos cromoféricos presentes en las cumarinas, se esperaria una
absorcion en el ultravioleta muy intensa y caracteristica de estas estructuras, misma que
no se observd en la cromatoplaca. En el infrarrojo se vieron bandas caracteristicas del
grupo carbonilo que hubieran podido pertenecer a estos compuestos, sin embargo tanto la
resonancia magnética como la cromatografia de gases son mas especificas, de tal
manera que al no observarse cumarinas en estos analisis, se puede asegurar su ausencia
en el concentrado proteinico 1, es decir, se corroboré de modo confiable el resultado

obtenido en la cromatografia en placa.
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5.3.3 Acido fitico:
Considerando los resultados hemalolégicos obtemdos durante el bloensayo {cuadro

4), se considerd al acido fmco como pnnc:pal factor antinutricional. LLa determinacion se

realizd por cuadnplicado obtenien

do;el resultado en el Cuadro 13:

Cuadro 13. Conmnido de écido ﬁtico en concentrado proteinico 1

.\ Muestra ' % Ac. fitico
promedio
Concéntrado proteinico 1 0.98 + 0.07

Tener 0.98 % écldo ﬂiico equivale a 980 mg/ 100 g de concentrado proteinloo 1.

Los allmentos con 'un eontemdo de 400 mg/ 100 g son considerados alimentos

desminerallzantes, sin  embargo al haberse incorporado el _concentrado a la dleta
(cualquiera de Ias sj. el contenido final de acido fitico en el alimento es mucho menor a
400 mg/_ 100 é. por {o que no puede considerarse éste como una causa de. efectos

adversos-(Lépez.ZOOO).

5.4 Proceso de destoxificacion (obtencién de concentrado proteinico 2):
Después de la destoxificacion del concentrado proteinico, se obtuvieron los resultados
presentados en el Cuadro 14:

Cuadro 14. Obtencién de concentrado proteinico 2 (Destoxificacién)

Muestra % Proteina Rendimiento
promedio (%)
(%N x 6.25)

Concentrado proteinico 2 77.94 + 1.01* 26.58 .

de la deterr

por
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Se observa que disminuyd el rendimiento en la obtenciéon del concentrado proteinico
2; sin embai’go. el contenido de proteina fue muy similar al del concentrado proleiriico 1,

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

trabajo.
5.4 cbntenido de aminoacidos en concentrado proteinico 2 y calificacién quimica:

En-los Cuadros 15 y 16 se presentan los resultados obtenidos de la cuanﬁﬁcadén de
aminoacidos, en los cuales se tiene la composicion de éstos en el concentrado proteinico

2 y de acuerdo a esto, su calificacién quimica.

Cuadro 15. Composicion de aminoicidos del concentrado proteinico 2

Aminoicido aminoacido/16_g N}™
Acido aspartico 5.3768
Serina 4.0597
Acido glutamico 21.7118
Glicina 4.2132
Histidina 3.0782
Arginina 10.4444
Treonina 2.2844
Alanina 3.8858
Prolina 4.0288
Cistina 0.3026
Tirosina 1.8544
Valina 3.9179
Metionina 1.2948
Lisina 4.4600
Isoleucina 3.9370
Leucina 7.3387
Fenilalanina 8.2860
Triptofano 0.4643
Total aminoacid 90.9388
(@) Promedio de la i Y por du
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Cuadro 16. Disponibilidad de aminoacidos del concentrado proteinico de acuerdo a
las necesidades requeridas para adultos sugeridas por la FAO/OMS/ONU

Aminoacido Relacién
porcentual con
respecto a la

referencia
Histidina 68.83
Treonina 90.55
Valina >100
Lisina 99.67
Isoleucina >100
Leucina >100
Triptéfano 15.11
Fenilalanina + Tirosina =100
Metionina + Cistina ®© 33.41

(a) Total de aromaticos
(b) Tota! de azufrados

Se puede ver que la calificacion quimica del concentrado 2 es bastante baja para el
caso del Triptéfano, siendo éste el aminoacido limitante. Asi mismo, el contenido de! total
azufrados fue muy bajo en relacion a los requerimientos establecidos; Io‘cual,erar de
esperarse dado que la metionina es generalmente el aminoéacido limitéﬁtefe'n* las
teguminosas (Garcia, 1990). Por otro lado, al compararse con el estudio realizado
previamente al concentrado proteinico 1, se observa que en ambos concenﬁ;.ados el‘

aminodacido limitante fue el Triptéfano (Martinez, 2001).

5.5 Determinacién de factores téxicos y antinutricionales en concentrado

proteinico 2:
Como se observd que la canavanina pudo haber sido la causa del problema en el
caso del concentrado proteinico 1, ésta fue la que se considerd en la determinacién de

factores téxicos del concentrado proteinico 2, como se observa en el Cuadro 17.
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5.6.1 Canavanina: : .
Esta determinacién se realizd por triplicado, presentandose a continuacion el resuitado

obtenido:

Cuadro 17. Contenqu de canavanina en concentrado proteinico 2

Muestra % Canavanina
pr di
Concentrado proteinico 2 0.28 + 0.02

En el Cuadro 17 se muestra que e! contenido de canavanina es minimo, casi nulo,

por lo que se considerd adecuado para la reatizacion de un nuevo bioensayo.

5.6.2 Acido fitico:

Esta determinacién se reali;é por cuadriplicado obteniendo el siguiente resultado:

Cuadro 18. Contenido de acido fitico en concentrado proteinico 2

Muestra % Ac. fitico
H promedio
‘| concentrado proteinico 2 No se detectd

En el concentrado proteinico 2 no se detecto Acido fitico, la destoxificacién del materiat
fue realizada eficazmente para los posibles compuestos indeseables en el concentrado

proteinico de cacahuanano.



5.6 Ensayo de toxicidad aguda con‘concentryado proteinico 2:

Durante el bioensayo no se observo rnuene o algun efecto tox co a nlnguna de Ias dos

dosis probadas 15 000 mg/ kg p.c. y 22, 500 mg/ kg p. c.; por lo que este alslado protemlco

puede conslderzrse un material relativamente mocuo a.corto plazo""(Repetto. 1988) A .-

pamr de este resultado se pudo continuar con el estudlo a: mediano plazo como.'se

presenta a continuacién.

5.7 Ensayo de toxicidad subcrénica con concentrado pfoté!nico 28 R

Porcentaje de mortalidad

Durante este bioensayo no hubo mortalid_ad‘ N ninguna de"f‘laﬂs“disti‘r'_lityas dosis

probadas: 7,500, 15,000 y 22,500 mg concentrad
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Figura 10. Grafica 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 disminucién en peso, sin embargo conforme avanza el tiempo se dié un crecimiento
mucho mas acelerado que en los demas casos. Los ratones que consumieron la dieta de
7.500 mg/ kg p.c. crecieron mas que los de las otras dietas, sin embargo se observan
recaidas entre el dia 15 y 20 y al final del bicensayo, donde los ratones de ia dieta de
15,000 mg/ kg p.c. empezaron a crecer mas. A pesar de esto, es importante notar que en
asta ultima etapa se superponen las barras de variacion de éstas tres dietas, es decir, {os
datos tienen una similitud considerable. En el caso de la dieta de 22, 500 mg/ kg p.c. hubo
una disminucion en peso con una ligera recuperacion al término del bioensayo.
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Figura 11. Grifica del alimento total consumido. Se observa que los ratones en

dieta de 7,500 mg/ kg p.c. consumieron mas alimento que los del contro!, 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. Grifica del consumo de agua. Se observa que el consumo de agua fue
mayor en la dieta de 7,500 mg/ kg p.c., seguida por el control de soya, la djefa de 15,000
mg/ kg p.c. y finaimente la dieta de 22, 500 mg/ kg p.c. El consumo de agua denota vla
igualdad de condiciones entre los lotes, ya que se sigue la misma tendencia auhque en
diferentes proporciones.
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« Eficiencia alrimentarira

A continuacién, se breéenta en el Cuadro 18 la eficiencia alimentaria del concentrado

proteinico 2:

Cuadro 19. Eficiencia alimentaria del concentrado proteinico 2

Dieta Eficiencia
alimentaria (%)
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 + 1.89

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 !a 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 nuia, presentdndose una gran diferencia contra el control, sin ernbarg'o’ en el
caso de’ Ia menor dosis también hay una diferencia significativa, siando menor la
efi cnencaa. Es decir no se cobserva claramente un efecto dosis-raspues{a como era de
esperarse. Io que se veré a continuacion en el cuadro 21,

- Slntomas ‘

nsayo no se observaron sintomas clinicos en nmgun raton de las

dietas de 7 500 mgl kg c. y de ‘15 000 mg/ kg p.c., sin embargo en la mltad de los

ratones que consumleron la dneta de mayor dosificacion, 22,500 mg/ kg p c.'se observé

una Iigerislma pilcereccién y un poco de agresnvndad alrededor de los’ dnas 17 a 22 Se

observa un efecto dosi&respuesta
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Relacién porcentual promedio de algunos 6rganos con respecto al peso del
animal al final del bloensayo =

A continuacion se muestra en el Cuadro 20 la relacuén porcentual de los érganos con
raspecto al peso corporal, puede verse que no hubo drferenc:a sngmf‘catwa con el controt

en ninguna de las 3 dosis: 7,500, 15,000 y 22,500 mg/ kg p.c.

Cuadro 20. Relacién porcentual de algunos 6érganos al final del biocensayo en el
concentrado proteinico 2

Higado RifAéNn Corazén Pulmén
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

Paradmetros hematolégicos al final del bioensayo

Al obtenerse los paradmetros hematologicos al final de! bioensayo con el concentrado
proteinico 2, puede verse que tampoco existe una clara relacion dosis-respuesta. En la
dieta de mayor dosificacién (22,500 mg/ kg p.c.) se observaron mas diferencias con el

control, habiendo una disminucion “significativa en & parém'etros: en la dieta' de menor-’

dosis (7,500 mgl kg p.

4) se obséryé un aurherigq éfgniﬁ;iati\)o en dos'v de esos pafénietros

yenla dleta de 15 000

No es poslble eluddar fécllmente la forma en que Ia dosns de eoncenlrado prolemlco 2

afecta estos parémetros R
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Cuadro 21. ParAmetros hematolégicos al final del bioensayo en concentrado
proteinico 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° 7uL) 3.23+0.78 2.98 * 0.82 368 + 1.28 1.75 + 0.60%
Eri (10%pL) 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 + 0.60" 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 5340+ 1.14 5267 + 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+0.38
PLT (10°/uL) 759.20 + 86.81 760.00 + 180.03 (734.00 + 101.14} 710.83 + 89.28

* Presentan diferencia significativa con respecto al control

3" ‘TI":“: =
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6. CONCLUSIONES

- El concentrado prote[nlco del trabajo previo mostré efectos téxlcos a medxano plazo,

conslderando a la dosis de 7,500 mg/ kg p.c. como el nivel de efecto ulo (NEN)

- El »contenldo ‘de canavanina en dicho concentrado proteinico ve>s ﬁcat’l,vo,(s.g%) y al

pareoér e's'eyl responsable tanto de los efectos téxicos como de'la e de los ratones
duréhte el bioensayo a mediano plazo.
- En la destoxificacion del material, se obtuvo el concentrado inico’ de! presente

trabajo con un rendimiento de 27 % y una pureza alrededor de 78 iI 6ual tiene un alto

contenido de aminoacidos esenciales pero es deficiente en aminqécidos azufrados y tiene
como aminoécido limitante al Triptéfano.
- El contenido de canavanina de este concentrado es casi nulo (0.29 % aprox.) y no

presentd efectos toxicos a corto plazo.

- En el bioensayo de toxicidad subcrdnica se probd est”

concentra 6‘ pfoté!qico a3
diferentes dosis, presentando efectos adversos un!camente en’la’dosi: medfa de 15,000

mg/ kg p.c., lo que no se observd para las dosis de 7 501 mg/ kg p c., es declr

que no hubo una relacién dosis-dependiente. .

RECOMENDACION

Se recomienda volver a realizar el bioensayo de toxlcldad subcrénlca con el concentrado
proteinico del presente trabajo, siendo necesario considemr otros parémetros para obtener

una relacion dosis-dependiente mas clara y poder ser. mas eoncluyentes para ta postenor
realizacién de un bioensayo a largo plazo.
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ANEXO 1

Distribucién de los animales de acuerdo al método “culebra japonesa” {(Conca,

1995),

El método de la “culebra japonesa” se aplica con el objeto de distribuir un conjunto de

animales en un determinado numero de grupos o lotes de tal forma que se ‘iehga la menor

variabilidad posible en los mismos. En este método, los animales se.

: pesan 'y

posteriormente se ordenan en forma ascendente o descendente (@éﬁendie'ﬁd‘o :'d,'e las

condiciones del experimento) en base a su peso corporal, Fln‘alymente los ariimales se

distribuyen en lotes de acuerdo al siguiente esquema:

Lote 1 . Lote2
Peso1. 4 . Peso2
Peso j+3 -— Peso j+2
Peso j+4............

- :

Lote3

Pesoj

Peso j+1

75




ANEXO 2

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

o)

Incremento en

1peso (g)

Alimento

inicial(Ai) (q)

Alimento final
(A (a)

Alimento
ingerido
{Al=Ai-Af)

Alimento
acumulado

(ZA)

QObservaciones

7



ANEXO 3

Hoja de observaclones de ensayo de toxicidad aguda -

TOXICIDAD AGUDA . :
Cepa: Peso inicial; Peso final; Edad:
Descripcion: :
Vehiculo:

Via: Administracion: Dosis: R 2
Hora |Lordosis| Xifosis | Ataxia | Piloereccion | Ereccién | Agresividad | Aletargamiento | Exitacién | D
caudal =

Hibgigrmla

Inicia
1h
2h
3h
4h
5h
6h
Th
8h
Sh
10h
24h
48h
72h

X=Sise observa

7
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