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~ 1. Resumen

En México, el hambre y la desnutricion son un problema ancestral. Una solucién a corto plaze,
consiste en incrementar la produccién de alimentos de origen vegetal con una buena calidad
nutritiva. El cacahuanano (Gliricidia sepium) es una leguminosa arbdrea que esta subutilizada.
Tiene un gran potencial alimenticio pero tiene una alta concentracién {6.74%) de un factor
toxico: canavanina; el cual, es un aminoécido no proteinico, analoge de la arginina. Utilizando
tas propiedades fisico-guimicas de la canavanina se intentd hacer su remocién de la semiila de
cacahuanano. El mejor procedimiento de destoxificacién se obtuvo utilizando como medic de
extraccidn, una solucién acuosa acidificada a pH=3; una relacién de semilla:solucién 1:10 y
haciendo 2 cocciones, realizando un recambio de disolvente entre ellas; logrande asi, disminuir
el contenido de canavanina a un 2.01%, determinado por el método de Beil {2). Sin embargo, al
realizarse el procedimiento de destoxificacibn a mayer escala, el contenide de canavanina
residual (3.55%) manifest6 efectos tdxicos, que produjeron un 100% de mortandad, en el

ensayo bioldgico.



2. Introduccion

En México, el hambre y la desnufricién son un problema ancestral; ya que se presenta un alto
porcentaje de desnutricién calérico-proteica, que afecta a aproximadamente ia quinta parte de
la poblacion. En particular, al sector infantil de las zonas rurales marginadas. Este problema
puede afectar progresivamente el desarrollo fisico-intelectual, su crecimiento y deteriora su
respuesta inmunolégica (26).

Una solucién a corto plazo, consiste en incrementar la produccion de alfimentos de origen
vegetal que tengan una buena calidad nutritiva. Un ejemplo de ésto, son las leguminosas; pues
tienen una alta eficiencia en el aprovechamiento de la energia solar y por consecuencia, son
més redituables en la produccién de viveres para el hombre.

En México, las leguminosas silvestres son muy abundantes y algunas tienen un gran potencial
para ser utilizadas como alimento; en primera instancia, para animales de granja que
indirectamente proporcionarfan alimentos de una alta calidad nutritiva para el hombre.

El cacahuanano (Gliricidia sepium) es una leguminosa arborea que estd subutiizada. En
algunos paises, se utiliza para reestablecer la fertilidad de los suelos, como rodenticida y para
formar cercas vivas, en la elaboracién de forrajes y piensos e incluso en algunos lugares, en la
alimentacién. Sin embargo, aunque la semilla tiene un contenido elevado de proteina y grasa, lo
que le da un valor nutritivo alto, se debe de tener cuidado con la cantidad que se ingiere. Esto
es debido a la alta concentracién de un factor tdxico, la canavanina.

La canavanina es un aminodcido no proteinico, anlogo de la arginina y puede actuar como
antagonista de éste, manifestando efectos toxicos drasticos hacia microorganismos e insectos.
En animales superiores, no estd bien definido su efecto téxico; sin embargo, si se hamn
observado efectos dafiincs en animales de experimentacion, cuando se ingiere en dosis altas.
Por ende, es necesario eliminar ¢ disminuir significativamente el nivel de este aminoécido en las
semillas del cacahuanane, para asi, poder aprovechar el potencial alimenticio de este recurso

vegetal poco esfudiado.



3. Objetivos

3.1. Objetivo Generat:
. Realizar el proceso de destoxificacién de la semilla de cacahuanane (Gliricidia sepiumy;
en particular, la remoci6n del aminoacido no proteinico: canavanina; y evaiuar, por medio
de un ensayo biologico, su calidad proteinica.

3.2. Objetivos Especificos:

Realizar el analisis proximal de las semillas de cacahuanano para caracterizarlo y
justificar su uso potencial alimenticio.
. Determinar el porcentaje de canavanina presente en las semillas de cacahuanano; de

reciente recoleccion (2007) y un lote de recolecciones anteriores.

Llevar a cabo, distintos procedimientos de destoxificacion para disminuir io mas posible el
contenido de canavanina; realizando la determinacién de este téxico en el material
destoxificado para evaluar la eficiencia de cada procedimiento.

. Evaluar la calidad nutritiva de la semi*a de cacahuanano destoxificada, por medio de un

ensayo biolégico (REP).



4. Antecedentes

4.1. Cacahuanano:
A continuacién, se presenta la clasificacidn botanica del cacahuanano y en ia Figura 1, se

puede ver una fotografia de esta planta:

Reino: Plantae

Subreino: Embryophyta

Divisién (Phyllum). Tracheophyta
Subdivisién (Subphyllum}). Pteropsida
Clase: Angiospermae

Subclase: Dicofyledoneae

Orden: Leguminosas

Familia: Papilionaceae

Género: Gliricidia

Especie: Gliricidia sepium Figura 1. Planta de Cacahuanano.

Gliricidia sepium es el nomhbie cientifico del cacahuanano {25). Sin embargo, se conoce con
muchos ofros nombres comunes como: Cachuananche, Cocoite, Chanté, Muite, Cuacuite,
Marinero, Cacahuanane, Madre del cacao {(Guatemala, Puerto Rico), Lengua de perico, Madera
negra (Panama, Costa Rica, Honduras), Madriado (Nicaragua) iaiti, Sac-yub y Matamratén
{Colombia), Sangre de drag6n, Baba, Balo, Pii6n de Cuba {Repiblica Dominicana), Pifi6n
violento {Cuba), Pifién florido, Sayab, Ujcum, Tunduti, Yaité, Jelelte, Flor de San José, Palo de
corral, entre otros (5,8,22,25).



E! cacahuananc {Gliricidia sepium) es una leguminosa arbdrea. Es un arbol perenne de la
selva baja caducifolia, de clima calido y suelo pedregoso; que llega a medir entre 10-15 metros
de altura. Su tronco es torcido, con un didmetro entre 25-60 cm y sus ramas son ascendentes y
luego horizontales. En ocasiones, las ramas, estdn huecas y habitadas por hommigas. La
corteza es escamosa, ligeramente fisurada, de color pardo-amarillenta a pardo-grisacea. En el
interior, es de color crema-amarillenta, fibrosa, con clor y sabor caracteristico. Sus raices son
profundas y la copa es irregular y extendida. Las hojas miden enire 10-25 cm de largo,
dispuestas en pares opuestos con hojuela terminal. En el periodo de floracién, tiene numerosas
flores amariposadas de color rosa-purpura claro que miden aproximadamente 2 cm de longitud
y Se agrupan en racimos; como se puede apreciar en la Figura 2. Cada racimo tiene de 15 a 50
flores, dulcemente perfumadas (22,25)_ Los frutos son vainas dehiscentes aplanadas que miden
10-20 cm de largo, 1-3 cm de ancho y poseen entre 3-8 semillas (5}, En la Figura 3, se puede
apreciar que las semillas son lenticulares de color amarillo ocre-café rojizo y midende 7.9 a 18

mm de largo por 12 a 15 mm de ancho, casi redondas, aplanadas, de superficie lisa {22,25)

Figura 2. Cacahuanano. Figura 3. Semifla de cacahuanano.




Probablemente, el origen det cacahuanano haya sido en América Central (9); sin embargo, se
ha propagado en distintas partes del mundo como: Africa occidenial, las Antillas, el sur de Asia
y las regiones tropicales de América (5). En las Figuras 4, 5 y 6 se puede observar parte de la

distribucién del cacahuanano en el mundo.

En México, se puede encontrar en los estados de: Campeche, Colima, Chiapas, Guerrero,
Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa,

Tamaulipas, Veracruz, Yucatan (22},

Figura 4. Distribucion de Figura 5. Distribucion de
Cacahuanano {América). Cacahuanano (Africa).

Figura 6. Distribucion de
Cacahuanano (Asia).



Las condiciones ideales para su crecimiento son, basicamente, buenas condiciones de
humedad (800 - 2300 mm de precipitacién al afio) y calor (22-30°C). Florece en altitudes que
van desde e} nivel del mar hasta los 1,300 o incluso 1,600 msnm. Se desarrolla en una amplia
variedad de suelos, incluidos los &cidos y los erosionados, igneo, volcanico y calcareo; siempre
y cuando estén bien drenados. Soporta bien la sequia; sin embargo, su floracion disminuye. No
crece bien en suelos pesados y humedos, prefiere los livianos ¥ profundos. Esta especie no

tolera competencia por luz (23,25).

Los usos de esta leguminosa son muchos; de hecho, se le considera un arbol muitipropodsito:

- Se utiliza el jugo de hojas v raices para curar heridas, piquetes y enfermedades de la piel {6).

- La infusion de sus hojas se utiliza como expectorante.

- También, se cree que una ramita del drbol en la cabeza evita la insolacion,

- Rodenticida: Las hojas, semillas y raices se utilizan en un amasado junto con maiz o arroz
cocinado como raticida {5,6,8,9)

- Alguncs ésteres de ia L-canavanina y ofros compuestos derivados de ella como Ia
D-canavanina y la L-homocanavanina han funcionado como insecticidas {11,12).

- Provee de sombra a las plantaciones de cacao, café y té (17). También, se utiliza de soporte
en cultivos de pimienta negra (Costa Rica), maracuya (Sri Lanka) ¥ vainila {Uganda). En
Filipinas, los troncos viejos de Gliricidia sepium sostienen omquideas.

- Es un arbol de madera dura, fuerte, pesada y resistente a las termitas {5). Por ello, se utiliza
en construccion, como lefia, y postes. Tiene un afte poder calorifico 4,050 - 4,900 Kcal/Kg; con
una densidad de 0.803 g/cm® y un peso especifico de 0.942 g/cm®.

- Sus fiores son muy llamativas para las abejas. Los apicultores clasifican de excelente calidad
a la miel que proviene de las flores del cacahuanano.

- También se siembra para restaurar la fertilidad del suelo: ya que este arbol tiene nbdulos en

sus raices, los cuales contienen bacterias fijadoras de nitrégeno (5).



- El material podado, tiene un alto valor de nutrientes, por lo que se descompone rapidamente y
se utiliza como abono verde para cultivos perennes o anuales.

- Por su facilidad para propagarse; se utiliza para cercas vivas y asi delimitar un 4rea (9). Las
estacas utilizadas son de 1.5 a 2.5 m de longitud con didmetros de 5 a 10 cm, enterradas 20 cm
bajo el suelo. El distanciamiento entre las estacas depende mucho del fin, puede ir desde 0.5 a
& m. Para el mantenimiento de estas cercas se les debe dar una poda de formaci6n, podas de

mantenimiento y podas de rejuvenecimiento, cuando la cerca empieza a degenerarse.

Propagacién dei Cacahuanano

El cacahuanano se propaga facilmente por estacas ¢ por semilla sexual. Generalmente, se
propaga por estacas; ya que, su mayor uso ha sido en cercas vivas y como sombric en
diferentes cultivos. Sin embargo, en sistemas intensivos de produccién de forraje se deben
establecer fas plantaciones con semilla sexual, para lograr una mayor persistencia en el cultivo;
debido a que la planta desarrolla un sistema radicular mas profundo, permitiendo la posibilidad
de extraer agua y nutrientes de un mayor rango de profundidad; ademas de lograr un mejor
anclaje, soportar los cortes que se realizan periédicamente vy tolerar mejor los periodos de
sequia. En evaluaciones que se han realizado, al comparar los dos sistemas de propagacion
(estaca vertical contra semilla sexual), se han encontrado pérdidas de plantas del 30 al 40% en
parcelas establecidas con material asexual (estaca); mientras que por semilla sexual las
pérdidas no superan el 10%. La germinacién por semilla sexual es mas rapida y uniforme que

con estaca

La propagacién por semilla sexual puede hacerse de dos distintas formas; sin embargo, en
ambas la profundidad de siembra no debe ser mayor de 2 cm y se utilizan 2 semillas por pianta.



a) Establecimiento con etapa de vivero:
Cuando se utiliza este sistema las plantas son llevadas al campo de 2 a 3 meses de edad, en
bolsas de 1 Kg de capacidad para evitar el dafic de sus raices. Se debe utilizar para su lienado
una mezcla de 45% de tierra, 45% de arena y un 10% de abono orgéanico seco, garantizando
asi, una buena aireacidn, fertilidad y retencidn de agua.
Al momento del trasplante es importante tener en cuenta:
« Disponibilidad de agua {riego o periodo de lluvias).
« Antes de realizar el trasplante es necesario regar y podar las raices que crecen fuera de la
bolsa.
» Hacerlo preferiblemente en las horas de la mafiana o en la tarde {cuando el sol sea menocs
intenso para evitar la deshidratacién).
= Evitar que queden camaras de aire en ef sitio donde se siembre la planta.

Dentro de las ventajas de utilizar este sistema estan:
» Se trasplanta al campo cuando |a planta tiene de 20 a 30 cm, que la hace mas competitiva en
el medio.

Las desventajas de este sistema son:
= Mayores costos.
= Mayor dafio de la planta al ser trasplantada, limitando su desarrolle en este periodo.

« La primera cosecha tarda 2-3 meses mas de lo normal.

b) Siembra directa al campo:
La siembra directa en el campo requiere una cormrecia preparacion del suelo, manejo adecuado
de las malezas y agua disponible.
Las ventajas de este sistema son:
» El costo de establecimiento es menor, por no tener ¢l manejo de la etapa de vivero y

posteriormente el trasplante.



« La planta adquiere un desarrollo normal y se obtiene la primera cosecha mas pronto
{7 meses).

Las desventaias son:
* En la etapa inicial (3 meses) requiere mucho cuidado en cuanto a control de malezas y
disponibilidad de agua.
» £l margen para ia resiembra no debe superar los 20 dias después de la siembra, evitando asi
la competencia por huz de las plantas vecinas.
Antes de proceder 2 la siembra, se debe evaluar el porcentaje de germinacion de la semilla,
que debe ser superior al 90%. La semilla se debe conservar en refrigeracion, evitando

someterla a un periodo muy largo de almacenamiento, debido a que pierde viabilidad.

La cosecha se realiza manualmente, con el implemento de corte {machete) bien afilado para
evitar que el tallo quede desflecado, con mayor posibilidad de penetrar ia humedad, que puede
favorecer la presencia de hongos que deterioran la planta.

Desde el momento de la siembra hasta e! primer corte deben transcurrir como minimo 7 meses;
esperando fundamentalmente el fortalecimiento del sistema radicular que le asegure una mayor
persistencia al cultivo. Este primer corte arroja una alta produccién de biomasa representada
principalmentie en lefia. Para los siguientes cortes, la periodicidad lo determinan
fundamentalmente las condiciones agroecolégicas de la zona, tenierido en cuenta que a medida
que se aproxime la altura al nivel del mar, e! intervalo se puede reducir. La pericdicidad de los
cortes esta dada también por el contenido de materia seca y nutrientes presentes en la biomasa
recolectada. Cuando se realizan cortes tempranos, se obtiene menor cantidad de materia seca
y mayor cantidad de proteina. Cuando los cortes son tardios, la materia seca es mayor y la
calidad nutricional se reduce ligeramente. Al establecer ia frecuencia de cortes se pretende

optimizar la cantidad de proteinatha/afio (25),

10



Generalmente, fos periodos de distintas etapas del arbol son:

Caida de follaje.- Diciembre-Enero, Junio-Julio
Brote de follaje.- Enero-Febrero, Julio-Agosto
Floracitn.- Enero-Febrero, Junio-Agosto

Fructificacién.- Febrero-Marzo-Abril, Septiembre-Octubre

En la siguiente tabla, se presenta una comparacién en la composicion de aminoacidos del

cacahuanano (Matarratén) y otras leguminosas {25).

Tabla 1. Comparacitn de aminoacidos.

Aminoacidos Matarraton Leucacna Cocelere AMaifa
mpz Ge N
Arginina 399 394 2 357
Cistma o9 88 76 77
tistidina i 125 128 139
Isoleucina 300 563 244 290
Leucina 603 469 419 454
Lisina 282 313 20 368
Mectionina 105 100 120 96
Metionina + cistina 204 188 196 173
Fenilalanifia 38 204 283 307
Treonine: 300 23 212 20
Tirosina 280 263 167 32
Valina 401 338 339 356

Fuente: ChaldhobarP.A 1982

1
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4.2, L-Canavanina:

Es un aminoacido alcalino téxico, no proteinico, biosintetizado por cierias leguminosas {18). Se
considera un factor téxico, pues es una sustancia natural generada por el metabolismo
secundario de las plantas como un mecanismo de defensa ante el ataque de mohos, bacterias,
insectos, animales herbivoros (13). Generalmente, se encuentra libre (14) y se acumula
principalmente en las semillas. Es una fuente vital de nitrégeno para el crecimiento del embrién

{10). La naturaleza, los mecanismos de accién y efectos téxicos pueden ser muy variados.

Como se puede ver en las Figuras 7 y 8, estructuralmente, la L-canavanina es semejante a la
L-arginina ¥ se encuentra presente en concentraciones elevadas (hasta el 1.5% en peso} en
algunos materiales que ocasionalmente se utilizan como alimento, como los brotes de alfalfa, el
cacahuanano y ef Jack Bean. Por tener una estructura semejante a la arginina, puede competir
con elia en su metabolismo o incluso ocupar su iugar en la sintesis de proteinas. Las proteinas
con canavanina, en lugar de arginina, no pueden funcionar comrectamente o en io absolute. Es
decir, pierden su capacidad biolégica, o incluso pueden producir reacciones autoinmunes. al
reconocerse como extrafias (21). Al ser un anélogo de la arginina se ha visto que algunos de
sus efectos pueden ser: Reduccion del crecimiento a través de la sustitucion abemrante de los
intermediarios metabdlicos, aumento en el recambio de proteina, dafio hepdtico y efectos
teratogénicos (20). Por lo anterior, se le considera como una sustancia natural de afta toxicidad
{(16), No obstante, algunos herbivoros especializados toleran la L-canavanina porque la

metabolizan eficientemente o bien porque evitan su incorporacion a sus propias proteinas (10).

La canavanina es soluble en agua, por lo que, es pesible mediante remojo disminuir el
contenido de este toxico en el cacahuanano {18) El uso de un tratamiento térmico se puede
utilizar con la finalidad de hacer mas eficiente el proceso de remocién de este aminoacido no

proteinico.

12
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Figura 7. L-canavanina. Figura 8. L-arginina.

4.3. Canavalia ensiformis:

Es importante conocer informaciéon sobre esta leguminosa; ya que por su alto contenido de
canavanina, es la planta de la cusl se extrae actualmente este aminocécido téxico. También, es
la leguminosa sobre la cual se han hecho mayor ndmero de estudios relacionados con el
contenido de canavanina. Su origen es Centroamérica y las Antillas y se conoce con otros
nombres comunes como: Frijol de chancho, Frijol espada, Frijol machete, Frijol mantequilla,
Frijol de playa, Judia de puerco, Judia sapia, Judia de caballo, Mate de costa (Cuba), “Jack

bean" o “Sword bean™ (24).

Es una especie anual trepadora, de crecimiento rapido, generalmente erecta y algunas veces
arbustiva, que alcanza 1 m de altura. Los estolones pueden tener algunas veces hasta 10 m de
largo (24). Sus raices son profundas y los tallos poco ramificados. Su inflorescencia es
colgante, hasta 30 cm de largo con 10-20 flores grandes abultadas, de color vicléceo, rosado o
blanco con base roja. Su fruto es aplastado y figeramente curvo, como se pude ver en la
Figura 9. La vaina contiene entre 12-20 semiillas, que son oblongas, algo aplastadas, lisas,
blancas con un hilo largo de color café; ver Figura 10. Las semillas son comestibles, pero algo
téxicas si se consumen en grandes cantidades. Sin embargo, si son tratadas térmicamente son
inocuas. Tiene una tolerancia excelente para la sequia, moderada para las inundaciones y

buena para la sombra.
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Principalmente, se utiliza para alimento del hombre o abono verde, pero en algunos paises se
cultiva en regadio como forraje. El forraje sélo es apetecible cuando esta seco. Debido a su
toxicidad, hay que tener prudencia cuando se alimenta al ganado con herbaje de este frijol, y
las harinas de legumbre y de semiila deben limitarse, como méximo, a un 30% de la racion total

para los bovinos {24).

Los granos poseen una alta proporcién de aminoacidos esenciales, a excepcién de triptofano.
Se comen cuando estan maduros y las vainas y semillas inmaduras, al igual que las hojas, se
consumen como verdura. Ademés, se puede incorporar en la dieta humana en forma de harina,
pastas y galletas. Sin embargo, las semillas contienen factores toxicos como la canavanina, que
es un aminoéacido libre (14), y las proteinas concanavalina A y B. La concanavalina A es una
lectina con actividad hemaglutinante, que es utilizada para la caracterizacidn de tipos de sangre
en humanos. Ademas, interfiere en la capacidad de absorcién de nutrientes de los intestinos, ya
que destruye las células de la mucosidad intestinal. También, es una fuente industrial de
ureasa; que es una enzima termolabil que cataliza la hidrélisis de la urea. Se exirae de las
semillas con el propésitc de usarla en laboratorios analiticos como reactivo para determinar las
concentraciones de urea. Por todo lo anterior, hay que asegurar un procesamiento adecuado
para reducir riesgos de intoxicacion. Los granos requieren remojo prolongado antes de
cocerlos. Para disminuir e! riesgo de toxicidad, se recomienda eliminar la cascara, cociendo un
poco las semilias, escurriéndolas, quitando la mayor parte de la cascara y, finalmente, terminar
de cocerlas en agua. La produccién de semilla puede ser tan afta como 4600 Kg/Ha (27).
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En un andlisis proximal de la semilla de Canavalia ensiformis, se obtuvieron los siguientes

resultados: {27)

Humedad | Proteina | Grasas | Hidratos de carbono | Fibra |Cenizas

16.8% |285% | 25% 40.6 % 89%| 27%

Canavalia ensiformis, puede contener hasta el 4% de canavanina en las semillas; y es la
planta de la cual se extrae industriaimente la canavanina. Sin embargo, el cacahuanano liega a
tener hasta un 7% de canavanina; lo cual podria sugerir la idea de extraer la canavanina de una

manera mas cuantitativa y por consecuencia, que sea mas econdémico.
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Figura 9. Canavealia ensiformis. Figura 10. Semilla de Canavalia ensiformis.

4.4. Procedimientos de destoxificacidn:

Los procedimientos de destoxificacion pueden ser fisicos, quimicos, biolégicos y combinacién
de ellos. Algunos procedimientos son: remojo, coccién, tratamientos térmicos, presién con
vapor, radiacién con infrarmrojo, tostado, extrusion, peletizado, extraccién con disolventes,

adsorcion con carbén activado, entre ofros (3).
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Se deben evaluar las caracteristicas fisico-quimicas del téxico que se quiere eliminar para
aprovechar esas caracteristicas y apficar el procedimiento de destoxificacién mas adecuado. Es
decir, es de gran ayuda conocer el tipo de téxico presente, su distribucién, reactividad quimica,
sensibilidad térmica, solubilidad, etc. en la matriz de la cual se quiere lograr su remocién (19).
Sin embargo, hay otros factores que pueden influir en la eleccién del procedimiento como son

material, equipo disponible, tiempo y costo.

Los usos que tienen los procedimientos de destoxificacién son muchos. Por ejemplo, existen
métodos de purificacién para eliminar o disminuir los niveles de algunos factores tdxicos como:
taninos, inhibidores de tripsina, lectinas, fitatos, alcaloides, entre otros. {(4). Las leguminosas,
generalmente contienen compuestos téxicos ylo anti-nutricionales; gue pueden interferir con el
aprovechamiento y metabolismo de los nutrientes en los animales. Los efectos biologicos
pueden ser desde efectos téxicos ligeros hasta la muerte, inclusive con la ingesta de dosis
pequefias {19). Por lo anterior, es importante eliminarios o reducir su contenido en los alimentos
que los contengan y sean consumidos. También, se han utilizado tratamientos térmicos para
inactivar algunas enzimas, microbios u otros componentes biclégicamente activos; ayudando
asi a la retencién de nutrientes y otros atributos de calidad como el color, textura, sabor y

funcicnalidad de los alimentos (15).

En el caso del cacahuanano, contiene canavanina. La canavanina es un aminoécido no
proteinico, de estructura similar a la arginina. Por ser un aminodcido basico, se pueden utilizar
soluciones acidas para su exiraccion y por consecusncia, la destoxificacidn de las semillas de

cacahuanano.
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5. Hipétesis

. Aprovechando las caracteristicas fisico-quimicas de la canavanina; es posible realizar la
remocion de este aminoacido no proteinico toxico de la semilla de cacahuanano hasta un
nivel adecuado para comprobar su buena calidad nulritiva y asi, poder aprovechar el

potencial alimenticio de este recurso vegetal.
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6. Metodologia

A continuacién, se presenta el diagrama general del trabajo de investigacién:

Recepcion de la materia prima
(semillas de cacahuanano)

:

Molienda
{malla tTmm y 3 mm)

'

Andlisis proximal

!

Determinacién del contenido de

canavanina original
T Desengrasado de la harina integral

¥
Procedimientos de destoxificacion |

'

Secado
860°C, 24 horas

!

3

Determinacion del contenido de
canavanina en el material destoxificado

Figura 11. Caracferizacion y destoxificacion de fa semilla de cacahuanano.
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Seleccién del procedimiento de destoxificacion

!

Determinacion de proteina aproximada
en el material destoxificado

!

Analisis proximal

l ¥

Determinacion del contenido de Ensayo biclogico: REP

canavanina en el material destoxificado l

Elaboracion de dietas

'

Evaluacion nutritiva

|

Analisis de resultados

Figura 12. Evaluacion biologica de la cafidad nutritiva de la semilla de cacahuanano destoxificads.

6.1. Recepcién de materia prima

La materia prima para el desarrollo del trabajo de investigacion son las semillas de
cacahuanano. Debido a que el cacahuanano se desarrolla en bajas altitudes; la muestra se
recolects en las costas del Pacifico; sobre la carretera, desde Guerrero hasta Oaxaca (7).

El material con el cual se trabajé es un conjunto de varias recolecciones, siendo la Gltima
realizada en el aflo 2007. Las semillas, se encuentran limpias y aimacenadas en un bote de
plastico con tapa, a temperatura ambiente.

Las condiciones dptimas de almacenamiento de las semillas es entre un 6-10% de humedad y a
4°C. Asi, pueden pemmanecer viables por mas de 10 aos. Con un 50% de humedad vy a 17°C

pueden almacenarse por un aiio (22).
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No cbstante, aunque en este trabajo no es de interés la viabilidad de la semilla; la forma en la
cual esta almacenada posiblemente puede afectar su composicién y el contenido de

canavanina, con el paso del tempo.

6.2. Molienda

Se realizé una molienda de aproximadamente 50 g de muestra, utilizando un tamiz con un
tamario de abertura de 1mm para poder llevar a cabo el andlisis proximal.

También, se realizé una molienda con un tamafio de particula de 3 mm. Esta harina integral de
tas semillas de cacahuanano es Ia que se utiliz6 para lievar a cabo todos los procedimientos de
destoxificacion.

En ambos casos, se utilizé un molino Thomas-Wiley Modelo 4.

6.3. Analisis proximal
El andlisis proximal es e! método clasico para determinar e} contenido de los macronutrientes en

los alimentos de forma integral. A continuacion, se describen fos métodos que fueron utilizados.

6.3.1. Determinaci6n de Humedad:

Fundamento

Es un método que se basa en la pérdida de peso debido a la evaporacion de agua en el punto
de ebullicton o temperaturas mas bajas, si se utifiza vacio. La proporcion de agua perdida
aumenta al elevar ia temperatura; por lo tanto, es importante comparar sélo los resultados
obtenidos usando las mismas condiciones de secado, mas adn, si es factible que ocurra alguna
descomposicion. La péndida en peso también depende de diversos factores como son: ef
tamaiio de la particula (por lo que debe ser lo mas pequefio y homogéneo posible), el peso de

la muestra, y las variaciones de temperatura entre una y otra charola def homo.
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Material

. 3 charolas de atuminio

. Balanza analitica (Sartorius Analytic)

. Estufa de vacio (Lab-Line Duo Vac Oven, Modelo 3620)

. Desecador de vidrio

. Pinzas para crisoles

Procedimiento (Técnica descrita por ia AOAC -14.064- 1989)

Las charolas de aluminio se colocaron en la estufa de vacfo hasta que alcanzaron su pese
constante, et cual fue registrado. Posteriormente, se pesaron aproximadamente de 4-5g deia
muestra. Las charolas con la muestra se introdujeron en la estufa de vacio, a una presion no
menor a 20 in de Hg y temperatura de 60-65°C. Durante el tiempo en que las charolas con la
muestra permanecieron en l1a estufa de vacio, se realizaron pesadas peritdicas de las mismas;
sacandolas de la estufa y colocandolas inmediatamente en un desecador donde permanecieron
25 minutos para que se enfriaran. Después, cada charcla con la muestra se pesé en una
balanza analitica. Esta actividad se realizé hasta que se aicanzé el peso constante, el cual
también fue registrado.

{ a determinacién se hizo por triplicado.

Célculos

% Humedad =Pi—Pf x 100
m

Donde:
Pi = peso charola con muestra hiimeda {en gramos)
Pf = peso charola con muestra seca (en gramos)

m = peso de la muestra (en gramos)
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6.3.2. Determinacion de Grasa:

Fundamento

E! contenido de grasa de una matriz alimentaria estd constituido por diversas sustancias
lipidicas y puede ser extraido por los disolventes menos poiares como lo son el éter de petréleo
y éter etilico. La determinacién se basa en la extraccion con un disolvente (éter de petrbleo} del
material seco y molido en un aparato de extraccién continua; en el que las gotas condensadas
de! disolvente caen sobre la muestra contenida en un recipiente porosc o dedal, alrededor del
cual pasan los vapores calientes del disolvente.

Material y reactivos

. Aparato de extraccion Goldfish {Labconco, Modelo 35001-00CV)

. 3 vasos de borde esmerilado (Labconco 35051)

. 3 porta dedales de vidrio

. 3 anillos metdlicos para extraccion Goldfish

. 3 tubos recuperadores de disolvente

. 3 cartuchos de celuicsa de 22 x 80 mm

. Estufa de vacio {Lab-Line Duo Vac Oven, Modelo 3620)

. Balanza analitica (Sartorius Analytic)

. Bomba de recirculacién (Lite Grant Pump, Modelo 1)

e  Eter de petréleo QP

. Desecador de vidrio

. Pinzas para crisoles

Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC - 7.063 - 1989 }

Se colocaron los vasos esmerilados en la estufa de vacio hasta que alcanzaron su peso
constante, el cual fue registrado. En los cartuchos de celulosa se colocaren aproximadamente

4 g de muestra seca. Posteriormente, los cartuchos se taparon ligeramente con algoddn y se
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introdujeron a los porta-dedales de vidrio que se colocaron en el compartimiento de extraccion
de Goidfish. En los vasos esmerilados se vertieron aproximadamente 50 mL de éter de petrélec
y fueron colocados, con ayuda del anillo metalico en el aparato de extraccién, el cual a su vez
se conectd con una bomba de recirculacién de agua helada. Finalmente, se subi6 la parrilla de
calentamiento del equipo y se trabajé con ei control de calentamiento en la posicidn “low”
durante un pericdo de 8 horas. Al término de este tiempo, se bajaron las pamillas de
calentamiento y se sacaron los porta-dedales, sustituyéndolos por los tubos recuperadores de
disolvente y se volvié a colocar nuevamente e! vaso para iniciar de nuevo el calentamiento.
Cuando los vasos se encontraron libres de disolvente, se retiraron del equipo y se colocaron
durante unos minutos en una campana de extraccién, para asegurar la completa remocion del
disolvente. Después, se cofocaron en la estufa de vacio hasta que alcanzaron su peso
constante, el cual fue registrado.

| a determinacién fue hecha por triplicado.

Célculos

% Grasa=Pf—-Po_x 100
m

Donde:
Pi = peso del vaso con la grasa (en gramos)
Pf = peso del vaso a peso constante {(en gramos)

m = peso de la muestra {en gramos)

6.3.3. Determinacion de Fibra cruda:

Fundamento

La fibra cruda es el residuo organico insoluble y comestible que queda después de tratar la
muestra desengrasada en las condiciones descritas a continuacion: Hidrélisis &cida con acido

sulfarico (1.25%), seguido de una hidrélisis alcalina con hidréxido de sodio {1.25%), lavado con
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alcohol con una posterior incineracién del material insoluble, de tal modo que por diferencia es

posibie obtener el contenido de hidratos de carbono no degradables. Este tratamiento empirico

proporciona la fibra cruda, que consiste principaimente en celulosa y cierta proporcion de lignina

¥ hemicelulosa contenidas en la muestra original.

Material y reactivos

3 vasos de Berzelius de 600 mL (Kimax}

Estufa de vacio (Lab-Line Duo Vac Oven, Modeio 3620)
Balanza analitica (Sartorius analytic)

Mufla {(Heraew Hanau)

Mechero Fischer

Trianguio de porcelana

Aparato de digestion (Labconco)

3 crisoles de porcelana

3 matraces de vidrio Kitasato (Kimax)}

3 mangueras

3 soportes universales

3 pinzas

Silicato de aluminio

Embudo buchner tipo California (malla de 200 mesh)
Solucién de H;S0, al 1.25% (m#iv)

Solucion de NaCH al 1.25% (mfv)

Solucidn antiespumante

Alcohol etilico

Desecador de vidrio

Pinzas para crisoles
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Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC - 7.074 - 1989 )

La muestra desengrasada obtenida a partir de la determinacion de grasa, se pasd
cuantitativamente a los vasos de Berzelius que contenian aproximadamente 0.5 g de silicato de
aluminio. A continuacién, se le adicionaron 200 mL de H;SO, al 1.25% (m/v}, en ebullicién, asi
como unas gotas de antiespumante y perlas de vidrio para controlar la ebullicién. Los vasos se
colocarcn inmediatamente en el aparato de digestién, el cual estaba previamente calentado, y
se dejo digerir por un tiempo de 30 minutos exactos. Al término de éste tiempo, se filtro e!
contenido sobre un embudo buchner tipo California, con ayuda de vacio, y se lavd el residuo
con agua destilada caliente hasta que se efiminé el 4cido (aproximadamente 600-700 mL).
Nuevamente, el residuo se transfirié cuantitativamente al vaso Berzelius, y se adicionaron unas
gotas de antiespumante y 200 mL de NaOH al 1.25% (m/v) hirviendo. Se colocd en el aparato
de digestién y se dejo digerir por un tiempo de 30 minutos exactos. Transcurrido éste tiempo,
se vaci6 al embudo buchner tipo California y se filrd con ayuda de vacio. El residuo se lavé con
agua destilada caliente hasta que se eliminé el lcali (600-700 mL). Finalmente, se retiraron las
perias de ebullicién y se agregaron 25 mL de alcohol etilico. El residuo se trasladé a un crisoi de
porcelana, previamente puesto a peso constante {registrando éste valor). Se colocaron en la
estufa de vacio para su secado hasta que alcanzaron peso constante; el cual también fue
registrado. A continuacién, se carbonizé el residuc con un mechero Fisher, sobre un tridangulo
de porcelana y se introdujo en la mufla. Los crisoles se pesaron en diferentes periodos de
tiempo hasta que alcanzaron peso constante, registrando el valor obtenido.

La determinacién se hizo por triplicado.

Célculos

% de fibra = [(PeSOsal con residuo despuss de sacado~ PE€SOisol + cenizas) § PESOmuesta] X 100
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6.3.4. Determinacion de Cenizas:
Fundamento

" La determinacion de cenizas se basa en la destruccién de la materia organica contenida en una

matriz alimentaria, considerdndose a las cenizas como el residuc inorganico que queda
después de incinerar dicha materia orgdnica en una mufla.

Material

. 3 crisoles de porcelana

. Desecador de vidrio

. Mechero Fischer

. Campana de extraccion

. Balanza analitica (Sartorius Analytic)

. Mufla {Heraew Hanau)

. Pinzas para crisoles

. Tridngulo de porcelana

Procedimiento (Técnica descrita por la AOAC -7.009- 1989)

Los tres crisoles se colocaron en la mufia a una temperatura de 500-550°C, hasta alcanzar
peso constante, e cual fue registrado. En cada crisol a peso constante, se colocaron de 2 a 3
gramos de muestra. El crisol con la muestra se colocé sobre el tridngulo de porcelana para
incinerar, en la flama del mechero; con el fin de carbonizar la muestra, hasta que se observéd un
minimo desprendimientc de humo. Posteriormente, los crisoles se introdujeron en ia muﬂa.‘Ia
cual se mantuvo a una temperatura entre 500-550°C. Se realizaron pesadas periodicas;
sacando los criscles con la muestra de la mufla y colocéndolos inmediatamente en un
desecador donde permanecieronn 25 minutos para que se enfriaran. Después, cada crisol con
la muestra se pes6 en una balanza analitica. Esta actividad se realizé hasta que se alcanzd e
peso constante, el cual también fue registrado.

La determinacion se hizo por triplicado.
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Calculos

% Cenizas = Pf—P¢o x 100
m

Donde:
Pf = peso del crisol con las cenizas (en gramos)
Pf = peso del crisol a peso constante (en gramos)

m = peso de la muestra (en gramos)

6.3.5. Determinacién de Proteina cruda:

Fundamento

Para la deferminacién de proteina, generalmente es empleado el método Kjeldahl, que en
realidad determina el nitrégeno organico total contenido en una matriz alimenticia. Este método
se basa en la combustion en himedo de la muestra por calentamiento con acido sulfurico
concentrado, en presencia de catalizadores metdlicos y de otro tipo, para reducir el nitrégeno
organico de la muestra hasta nitrégeno inorganico en forma de amoniaco; el cual queda en
solucién en forma de sutfato acide de amonio (NHHSQ,). La materia organica digerida, una
vez alcalinizada (NaOH), se destila directamente o por amrasire con vapor para desprender el
amoniaco, el cual es atrapado en una sokcién de 4cido bérico y posteriormente titulado.

E! contenido de proteina es 6.25 veces el contenido de nitrdgeno, pues, por o general, las
proteinas tienen 16% de nitrégeno.

"Las reacciones antes descritas se muesiran a continuacion:

Materia organica + H,;S0, —L CO,+H,0 + NHHSO, + SO,

NHHSO, + 2NaOH 8,  Na,S0, + NH; +2 H,0

3NH,OH + H:BO; — {NH,)sBO; +3 HO

(NH.)s BO; + 3HCI 3NH,Ct+ 3 HsBO,

—
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Material y reactivos

. Digestor (Tecator 20 — 40)

. Equipo de microdestilacién (Kjeltec Auto Analyzer Tecator, Modelo 1030)

. 4 tubos de digestion de 75 mL (Tecator)

. Mezcla digestiva

3 g de CuSO,5H,0 en 20 mi. de agua, 50 mL de H;PO, y 430 mL de H.SO, concenirado

. Pergxido de hidrogeno al 30%

. Sulfato de potasio (reactivo analitico)

. Solucion de NaOH al 40%

. Solucién de acido bérico con indicadores

Se pesaron 10 g de 4cido bérico, 7 mi rojo de metilo y 10 mL de verde de bromocresol y se
llevé a un volumen final de 1L

. Solucion de HCI 0.01 N valorada

Procedimiento (Método 2.055 de ACAC 19839}

El contenido de proteina se determina con el Método 2.055 de ACAC 1989 con las siguientes
modificaciones: 1) Se colocaron aproximadamente 50 mg de la muestra y se agregaron 0.5 g
de K;S0O, ¥ 3 mL de mezcia digestiva en los tubos de digestidn que se colocaron en el digestor;
2} Después de 15 minutos en el digestor a 340° C, se sacaron los tubos y se mantuvieron a
temperatura ambiente entre 5-10 minutos. Se adiciond 1.5 mbL de H;0, al 30% a cada tubo y se
colocaron nuevamente en el digestor a 370° C hasta que se obtuvo fransparencia en {a mezcla
y 3} Se realizé la destilacién, adicionando hidroxido de sodio al 40% y recibiendo en acido
bérico con indicadores, valorande con HCI 0.01N normalizado.

El objetivo de modificar la mezcla digestiva y utilizar peroxido de hidrégeno es lograr la
completa oxidacion de la materia orgénica y reducir la pérdida de nitrdgeno por formacion de

aminas o nitrégeno libre, favoreciendo la formacion de sulfato de amonio.

28



Se realizd el mismo tratamiento con caseina (88.88% de proteina) para corregir el valor
obtenido. Se utilizé dextrosa como blanco.

Esta determinacién también se realizé por triplicado.
Célculos

% de nitrégeno = [(M — Y) x N xmeq x 100] /m

% de Proteina = % nitrégeno x F

Donde:

M : ML yttacion de ta muesim

Y': ML ugacion del anco

N: normalidad de la solucién de HCI

meq: miliequivalentes de nitrégeno (0.014)

m : peso de la muestra en gramos

F: factor de conversion de proteina. Se emplea el valor de 6.25

6.3.6. Determinacién de Hidratos de carbono:
De acuerdo af esquema Weende, los hidratos de carbono se calcularon por diferencia.
Célculo

% Hidratos de carbono = 100 — (%Humedad + %Cenizas + %Grasa + %Fibra + %Proteina}

6.4. Determinacién del contenido de canavanina en las semillas de cacahuanano
Fundamento

La canavanina es un andlogo estructural de la arginina y por ello, es un compuesto
bioldgicamente activo que inhibe el crecimiento de varios organismos como bacterias, virus,
protozoarios e insectos. La metodologia empleada para su determinacién es la propuesta por
Fearon y Bell (2) con ciertas modificaciones. Se basa en que los compuestos gue tienen el

grupo guanidoxi como la canavanina, reaccionan con el reactivo especifico de

29



pentacianoaminoferrato, produciendo un color rojc-magenta. Sin embargo, es importante

mencionar que para que se desarrolle esta coloracion, se debe trabajar a un pH bien definido

entre 5-7.5 y con una muestra que tenga menos de 5% de grasa. La coloracion obtenida se lee

en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 550 nm.

Como el cacahuanano tiene un alto porcentaje de grasa, es necesario llevar a cabo el

desengrasado de la harina integral de cacahuanano para poder realizar la determinacién del

contenido de canavanina. Para desengrasar la muestra, se utilizé éter de petrdleo como

disolvente y un tiempo de extraccién de 8 horas.

Material y reactivos

Parrilla con agitacién magnética y tacoémetro (Thermolyne, Modelo SP-13025)
Potenciémetro con electrodo de combinacién (Coming, Modelo 430)

Badfic maria de temperatura controlada (Grant, Modelo SE-10)
Espectrofotémetro (Sequoia-Tumer, Modelo 340}

HCIC.1N

50 ml. de HCI 1N y se aforé a 500 mL

NaOH 1 N

Sclucién estandar de canavanina {100 zg/mlL)

0.0078 g de sulfato de canavanina y se aforé a 50 mL

Buffer de fosfatos pH=7

Solucion A: 6.95 g de fosfato monobésico de sodio anhidro y se aforé a 250 mL

Solucién B: 14.22 g de fosfato dibasico de sodio anhidro y se aford a 500 mL

Buffer: 39 mL A + 61 mL B = 100 mL que se aforaron a 200 mL

NaOH 5N

Pentacianoaminoferrato al 1% (PCAF)

0.625 g de PCAF con 80% de pureza y se aford a 50 mL
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Procedimiento (Método colorimétrico. Bell, E.A. 1958)

Se pesaron 100-150 mg de muestra finamente molida y desengrasada y se colocaron en un
vaso de precipitado pequefio con un magneto adecuado. Se le adicion6 20 mL de HCI 0.1N y se
sometié a extraccién por toda la noche con una agitacién constante de 200 rpm. Al dia
siguiente, se filtré el extracto sobre papel filtro Whatman de fitracion rapida y ayuda de vacio. El
fitrado se ajusté a un pH neutro (7.00)} con NaOH 1N y 5N, con la ayuda de un potenciémetro.
Se volvid a filtrar la soluci6n, pues se puede enturbiar o formar precipitado; por lo que es
recomendable. El filtrado se aforé a un volumen de 25 mL. De esa solucién, se procedié a su
cuantificacién. Se tomaron tres alicuotas de 0.5 mL cada una. A una de ellas, se le adicicnaron
9 mL de buffer pH=7.0 mas 0.1 mL de NaOH 5N mas 0.4 mL de PCAF al 1%; qué funciond
como blanco. A las dos alicuotas restantes, se les adicioné 9.1 mL de buffer pH 7.0 mas 0.4 mL
de PCAF al 1%. Se llevaron a un bafio maria a una temperatura de 30°C, por un tiempo de 25
minutos. Después de dicho tiempo, se ley6 la coloracién obtenida en un espectrofotometro con
una longitud de onda de 550 nm. Todo lo anterior se hizo por triplicado.

Fue necesario realizar una curva patrén para poder cuantificar el contenido de canavanina. Esto
se hizo cada vez que se realizd la determinacion; sobre todo si se cambiaba algin reactivo o se
tenian otras condiciones; para asi, disminuir errores. Se necesitdé una serie de puntos para

poder elaborar una gréfica.
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A continuacion, se muestra la curva estandar gue se utilizé:

Concentracion de Solucién estandar de Amortiguador pH=7.0
PCAF al 1% {mL)
canavanina ( u g) canavanina (mL) (mL)
0 0.0 96 0.4
20 0.2 94 04
50 05 91 04
100 1.0 86 0.4
150 15 8.1 0.4
200 20 7.6 0.4
300 30 6.6 0.4

Con los valores de absorbancia (Abs) en el eje "y’ y los valores de concentracion de canavanina
en el eje "X, se elaboré una grafica. El ajuste de la curva se hizo por una regresion lineat; de la
cual se obtienen los valores de Ia pendiente {m) y de la ordenada al origen {b); los cuales nos
sirvieron para calcular facilmente la concentracion de canavanina del correspondiente dato de
absorbancia de la muesira. £l coeficiente de correlacidn lineal de la curva patrén ue un valor de
0.99. A partir de la grafica, se determiné el contenido de canavanina, aplicando la siguiente
ecuacién:

# g de canavanina = (Abs - b} /m

Donde:

b: ordenada al origen

m: pendiente de la recta
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Calculo

Cuando el material tiene mas de 5% de grasa, el contenido de canavanina se determina en la
muestra desengrasada de acuerdo a la siguiente ecuacion:

1) Muestra desengrasada:

mg canavanina/100 g muestra = 4 g de canavanina x aforo x 100
alicuota para desarrollar color x mg muestra

Sin embargo, para poder expresar el contenido de canavanina en la muestra onginal, se debe
conocer el contenido de grasa y humedad en la muestra, para poader conocer los sé!idqs totales
no grasos (STNG).

11) Muestra originak:

STNG = 100 — (%Humedad + %Grasa)

%canavanina (muestra desengrasada} x STNG {muestra original)
STNG (muestra desengrasada)

6.5. Procedimientos de destoxificacion de las gemillas de cacahuanano, junto con
el seguimiento de canavanina residual

Se llevé a cabo la prueba con distintos procedimientos de destoxificacién, aprovechando las
caracteristicas fisico-quimicas del aminoécido no proteico que se quiere eliminar {(canavanina).
Para llevar a cabo estos procedimientos, se utilizé en todos los casos la harina integral de la
semilla de cacahuanano con un tamafio de particula 3 mm. Después de cada procedimiento de
destoxificacion, se realizd la determinacién del contenido de canavanina en el producto
destoxificado para comparar con el contemido original y ver la eficiencia de cada procedimiento

en la remocién del toxico.

A cada procedimiento de destoxificacion se le nombro utiizando siglas para facilitar su

identificacion.
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6.5.1. PROCEDIMIENTOS DE DESTOXIFICACION CON MEDIO DE EXTRACCIGN ACUOSO
Se probé un medio de extraccién acuoso pues se sabe que la canavanina es soluble en agua

{18). Es importante ionizarla para facilitar su remocién.
En los siguientes procedimientos, el primer namero corresponde a las horas de extraccién, la
letra “A™ significa el medio de extraccion acuosc y el gitimo nimero corresponde al pH de

trabajo.

Extraccion de Canavanina 2A5

Se utilizd una relacién semilla:H,0O de 1:10; por lo tanto, se pesaron 10 gramos de harina de
cacahuanano y se colocaron en un vaso de precipitados de 250 mL. Se ie agregd 90 mL de
agua destilada més la cantidad necesaria de acido acético 1M para llegar a un pH=5. Después,
se completd hasta un volumen de 100 mit utilizando agua destilada con un pH ajustado=5. Se
realizé una extraccion de 2 horas, con agitacion constante de 400 rpm, utilizando un magneto
de cruz. Al finalizar la extraccién, se filtrd at vacio utilizando pape! de filtracion rapida y la

muestra retenida se colocd en una charolita de aluminio.

Extraccién de Canavanina 4A5

Se llev6 a cabo el mismo procedimiento, pero utilizando un tiempo de extraccion de 4 horas.

Extraccién de Canavanina 8A5

Se llevé a cabo el mismo procedimiento, pero utilizando un tiempo de extraccion de 8 horas.
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Extraccién de Canavanina 2A3

Se utilizd una relacion semilla:H,C de 1:10; por lo tanto, se pesaron 10 gramos de harina de
cacahuanano y se colocaron en un vaso de precipitados de 250 mL. Se le agregd 80 mL de
agua destilada mas la cantidad necesaria de Acido acético glacial, para liegar a un pH=3 y se
ajusté con agua destilada a un volumen de 100 mi. Se realizé una extraccién de 2 horas, con
una agitacién constante de 400 rpm, utilizando un magneto de cruz. Al finalizar la extraccifn, se
filtré al vacio utilizando papel de filtracién rapida y la muestra retenida se colocd en una

charolita de aluminio.

Extraccion de Canavanina 4A3

Se llevé a cabo el mismo procedimiento, pero utilizando un tiempo de extraccién de 4 horas.

6.5.2. PROCEDIMIENTOS DE DESTOXIFICACION CON RECAMBIOS DEL MEDIO DE
EXTRACCION ACUOSO

Conociendo el pH de trabajo mas adecuado para la remocién de la canavanina y debido a que
el medio de extraccién se satura, se probd hacer recambios de éste. E} pH de trabajo para los

procedimientos que se muestran a continuacién fue 3.0 £ 0.1

En las siglas que identifican los siguientes procedimientos de destoxificacidn, el pimer namero
comesponde al tiempo de extraccién total en horas, la letra “R” significa recambios, el siguiente
ntimero cofresponde al homero de recambios realizados y el nimero que se encuentra entre

paréntesis es el tiempo de extraccion en horas, entre cada recambio.

Extraccion de Canavanina 6R2(2)
Se llevo a cabo el mismo procedimiento anterior (2A3). Sin embargo, al finalizar una extraccién

de 2 horas, bajo las mismas condiciones; se filtré al vacio utilizando papel de filtracién rapida y
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la muestra retenida se volvié a colocar en el vaso de precipitados. Lo anterior se realizo dos
veces mas; ya que en este método se llevaron a cabo 2 recambios del medio de extraccion, uno
cada 2 horas, manteniendo el pH=3. Al finalizar ef Gitimo tiempo de extraccién, la muestra se
filtré al vacio utifizando papel de filfracidn rdpida y la muestra retenida se colocé en una

charolita de aluminio.

Extraccién de Canavanina 2.5R4(0.5)

Se llevé a cabo el mismo procedimiento; pero realizando 4 recambios, uno cada media hora.

Extraccion de Canavanina SR4{1}

Se lievt a cabo 2l mismo procedimiento; con 4 recambios, pero uno cada hora.

6.5.3. PROCEDIMIENTOS DE DESTOXIFICACION CON MEDIO DE EXTRACCION ACU0OSO
Y TRATAMIENTO TERMICO
Elevar la temperatura durante una extraccién, puede facilitar la remocion de ciertos compuestos

al mejorar su solubilidad.

En ios siguientes procedimientos de destoxificacién, el primer nimero comresponde ai tiempo de
extraccién total en horas, Ia letra “R” significa recambios, el siguiente nimero corresponde al
ntimerc de recambios realizados y el niimero que se encuentra entre paréntesis es el tiempo de
extraccibn en horas, entre cada recambio. La lefra “T" significa tratamiento térmico ligero y la

letra “C” corresponde al tratamiento de coccion; el dltimo nimero es ef pH de trabajo.

Extraccién de Canavanina 8R2{2)T3
Se utilizé una relacién semilla:H,O de 1:10; por lo tanto, se pesaron 10 gramos de harina de

cacahuanano ¥ se colocaron en un vaso de precipitados de 250 mL. Se le agregd 80 mL de
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agua destilada mas la cantidad necesaria de écido acélico glaciai para legar al pH=3 mas lo
necesario de agua destilada para completar un volumen de 100 mL. En este método se utilizd
un bafio de agua con una temperatura controlada a 50°C durante las extracciones. Cada
extraccién se dej6 un tiempo de 2 horas, con agitacidn constante de 400 rpm, utilizando un
magneto de cruz. Al finalizar este tiempo de exiraccion, se filtrd al vacio utiizando papel de
filtracién rapida y la muestra retenida se volvié a colocar en el vaso de precipitados. Esto se
repiti6 dos veces mas para hacer un total de 2 recambios. Al finalizar la tercera hora de
extraccion, de nuevo, se filtré al vacio utilizando papei de filtracion rapida y la muestra retenida

se coloco en una charolita de aluminio.

Extraccién de canavanina 72R2(24)C3

Se utilizé una relacion semilla;H;O de 1:10; por lo tanio, se pesaron 10 gramos de harina de
cacahuanano y se colocaron en un vaso de precipitados de 250 mL. Se le agregd 90 mL de
agua destilada mas la cantidad necesaria de acido acético glacial para flegar al pH=3 mas lo
necesario de agua destilada para completar un volumen de 100 mL. Se hizo una extraccin de
24 horas, con una agitacion constante de 400 rpm, utilizando un magneto de cruz. Al finalizar
éste tiempo de extraccién, se filtré al vacio utilizando papel de filtracion répida y ia muestra
retenida se volvib a colocar en el vaso de precipitados. Todo lo anterior, se volvié a realizar por
segunda vez. Al finalizar el tiempo de extraccion, se filtrd al vacio utilizando papel de filtracion
rapida y la muestra retenida se volvié a colocar en el vaso de precipitados. Se llevo a cabo un
segundo recambio, como anteriormente se hizo, y se sometid a una coccibn, utilizando el
autociave 15 minutos a 121°C. Después, se filtrd al vacio utilizando pape! de filtracién rapida y

ia muestra retenida se coloct en una charolita de aluminio.

Extraccién de canavanina 72R2(24)C6

Se llevo a cabo el mismo procedimiento perc utilizando un pH de trabajo=6.
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Extraccién de Canavanina C

Se utilizé una relacién semilla:H;0 de 1:10; por lo tanto, se pesaron 10 gramos de harina de
cacahuanano y se colocaron en un vaso de precipitados de 250 mL. Se le agregdé 100 mL de
agua destilada y se midi6 el pH que tenia. Se llevd a cabo una coccién, 15 minutos a 121°C,
utilizando el autoclave. Al finalizar, se fittrd al vacio utilizando papel de filtracion ripida y la

muestra retenida se coloco en una charolita de aluminic.

Extraccién de Canavanina 2R2CC3

Se utilizd una relacién semilla:H;O de 1:10; por lo tanto, se pesaron 10 gramos de harina de
cacahuananoc y se colocaron en un vaso de precipitados de 250 mL. Se le agregd 90 mL de
agua destilada mas la cantidad necesaria de acide acético glasial para llegar al pH=3 mas lo
necesario de agua destilada para completar un volumen de 100 mL. Se llevd a cabo una
extraccidn de 2 horas, con agitacién constante de 400 rpm, utilizando un magneto de cruz. Al
finalizar el tien_\po de extraccion, se filtrd al vacio, utilizando pape! de filiracién rapida y la
muestra retenida se colocd nuevamente en el vaso de precipitados. Ahi se je adicioné 100 mL
de agua destilada, con lo cual se mantuvo el pH=3 y se somefié a un proceso de coccidn, 15
minutos a2 121°C, utilizando el autoclave. Al finalizar, se filtrd al vacio utilizando papel 'de
filtracién répida y ia muestra retenida se colocd nuevamente en un vaso de precipitados de 250
mL. Se realizé el mismo procedimiento, se le agregaron 100 mL de agua destiiada,
manteniendo el pH=3 y se llevb a cabo una segunda cocci6n, con las mismas condiciones. Al

finalizar, se filtrd al vacio y la muestra se colocé en una charolita de aluminio.

Extraccion de Canavanina R1CC3
Se utilizé una relacién semilla:H,O de 1:10; por lo tanto, se pesaron 10 gramos de harina de

cacahuanano y se colocaron en un vaso de precipitados de 250 ml. Se le agregd 90 mL de
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agua destilada mas la cantidad necesaria de 4cido acético glacial para llegar al pH=3 mas lo
necesario de agua destilada para completar un volumen de 100 mL. Se flevd a cabo una
coccién, 15 minutos a 121°C, utilizando el autoclave. Al finalizar, se filtré al vacio utilizando
papel de fillracién répida y la muestra retenida se colocé nuevamente en un vaso de
precipitados de 250 mL. Se le agregaron 100 mL de agua destilada con lo que se mantuvo el
pH=3 y se llevé a cabo una segunda coccion, con las mismas condiciones. Al finalizar, se filtré

al vacio y la muestra se colocd en una charolita de aluminio.

Extraccion de Canavanina R1CC6B

Se llevé a cabo el mismo procedimiento pero utifizando un pH de trabajo=6.

6.5.4. PROCEDIMIENTOS DE DESTOXIFICACION CON MEDIO DE EXTRACCION ACUOSO,
MUESTRA PREVIAMENTE DESENGRASADA

La grasa puede llegar a dificuitar la extraccién de algunos componentes.

Para lievar a cabo los procedimientos de destoxificacién que se presentan a continuacion, se
desengras6 la harina de cacahuanano previamente. Esto se realizd con un equipo tipo Soxhlet,
utilizando éter de petréleo como disolvente.

El pH de trabajo para los siguientes procedimientos fue de 3.0+ 01

En los siguientes procedimientos de destoxificacion, el primer nGmero coresponde al tiempo de
extraccién total en horas, la letra “R™ significa recambios, el siguienle nimero cofresponde al
niimero de recambios realizados y el nimero que se encuentra entre paréntesis es el tiempo de
extraccion en horas, entre cada recambio. La letra “C” corresponde al tratamiento de coccién y

la letra “D" sefiala que la muestra fue previamente desengrasada.
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Extraccién de Canavanina 2D
Este procedimiento de extraccion es practicamente igual que el procedimiento de extraccion

2A3. La unica diferencia es que se llevo a cabo con la muestra previamente desengrasada.

Extraccién de Canavanina 6R2(2)D
Este procedimiento de extraccién es practicamente igual que el procedimiente de extraccion

2R2. La tinica diferencia es que se llevé a cabo con la muestra previamente desengrasada.

Extraccién de Canavanina 8R3(2)D

Se llevé a cabo el mismo procedimiento anterior, pero dando un recambio dei medio de
extracciébn mas. Por o tanto, se hicieron 3 recambios, uno cada dos horas; bajo las mismas

condiciones.

Extraccién de Canavanina R1CCD
Este procedimiento de extraccidn es practicamente igual que el procedimiento de extraccidn

1RCC3. La unica diferencia es que se llevé a cabo con la muestra previamente desengrasada.

Extraccién de Canavanina R2CCCD
Se llevs a cabo el mismo procedimiento anterior, pero dando un {ratamiento de coccidn mas y
por consecuencia, se hizo un recambio mas del medio de extraccién. En total, se hiciercn 3

cocciones y 2 recambios, uno entre cada proceso de coccion.

6.5.5. PROCEDIMIENTOS DE DESTOXIFICACION CON MEDIO DE EXTRACCION
AGUA-METANOL
La canavanina se alsla comerciaimente de Canavalia ensiformis. En el articulo de Bass ef al.

{1) se propone un método con el cual se extrae el 85% de la canavanina contenida en dicha
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pianta, utiizando como medio de extraccion una mezcla de agua-metanol. También se
menciona que ef método es eficiente para cualquier fegumincsa que tenga un alto contenido de

canavanina. Por lo anterior, se decidié probar este método con la semilla de cacahuanano.

En ias siglas que se utilizan para nombrar los procedimientos a continuacion; los dos primeros
nimeros corresponden al porcentaje de metanol presente en el medio de extraccién, la "M”
significa metanol y el Gltimo nimero corresponde al tiempo de extraccion; fa letra “h™ significa

horas, la letra “m” minutos y la letra “D" significa que la muestra fue previamente desengrasada.

Extraccion de Canavanina 60M0.5h

Se utilizé una relacion semilla:H,O de 1:5; por lo tanto, se pesaron 10 gramos de harina de
caczhuanano y se colocaron en un vasc de precipitados de 250 mL. Se le agregd 50 mL de una
solucion: 60% metanol RA més 40% agua destilada mas 1% de HCI concentrado. Se puso una
extraccion de 0.5 horas, con agitacion constante de 400 rpm, utilizando un magneto de cruz. Al
finalizar el tiempo de extraccidn, se ﬁlﬁ'é al vacio utilizando papel de filtracion répida y la

muestra retenida se coloct en una charolita de aluminio.

Extraccién de Canavanina 60M1h

Se llevé a cabo el mismo procedimiento pero con un tiempo de extraccién de 1 hora.

Extraccién de Canavanina 50M5m
Se realizé el mismo procedimiento anterior pero utilizando come medio de extraccidn, una
solucién: 50% metanol RA mas 50% agua destilada mas 1% de HCI concentrado; y un tiempo

de extraccién de 5 minutos.

41



¥

Extraccion de Canavanina SGM30m

Se llevé a cabo el mismo procedimiento pero con un tiempo de extraccion de 30 minutes.

Extraccién de Canavanina 50M30mD

Se llevé a cabo e! mismc procedimiento, pero utilizande una muestra previamente

desengrasada.

Extraccién de Canavanina 50M2hD

Se llevo a cabo el mismo procedimiento, utilizando una muestra previamente desengrasada y
una relacién s_emilla:HZO de 1:10. Por lo tanto, se pesaroh 10 gramos de harina de
cacahuanano, previamente desengrasada y se colocaron en un vaso ds precipitados de 250 mL
y se le agregé 100 mb de una solucion: 50% metanol RA mas 50% agqua destitada mas 1% de

HCI concentrado. E! tiempo de extraccion fue de 2 horas.

6.6. Secado

Todas las muestras, una vez colocadas en la charolita de aluminio, se cclocaron en una estufa
de aireacion por 24 horas, con una temperatura controlada a 60°C. Esto se realizé para secar
{as muestras destoxificadas y poder llevar a cabo ia determinacion de canavanina o cualquier

otro analisis.

6.7. Elaboracion de dietas

Fundamento

Para llevar a cabo ia evaluacion nutricional de una fuente de proteina, es necesario elaborar
una dieta que sea isoprotéica e isocalérica con respecto a una dieta de referencia {caseina) y

que ademas, la (nica variable sea precisamente la proteina a evaluar. Para ello, es
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V.

indispensable realizar previamente el andlisis proximai de la fuente de proteina a evaluar, y asi,
realizar los ajusies necesarios.

Dieta de referencia

Es una dieta que utiliza caseina como fuente de proteina; ya que la caseina se considera una
proteina de buena calidad.

En la Tabla 2, se muestra la dieta de referencia (Caseina) que se utilizé, al 10% de proteina:

Tabla 2. Dieta de referencia {C).

Ingrediente 100 g dieta
Caseina (94.3% proteina) 10.5
901293 MP Biomedicals
Sacarosa 220
Comercial SALML ®
Glucosa 190
Anhidra USP (Comercial
Quimica BARSA)
Dextrina 25.0
MAIZENA ®
Manteca vegetal 8.0
INCAB®
Aceite vegetal 6.0
MAZOLA®
Mezcla de sales {minerales) 4.0
902842 MP Biomedicals
Mezcla de vitaminas 20
804654 MP Biomedicals
Celulosa comercial 35
SIGMA C-8002

6.8. Ensayo bioldgico {REP)

Fundamento

1a Relacién de Eficiencia Proteinica (REP) es probablemente el método bioldgico mas
ampliamente ufilizado en la evaluacién de proteinas. Existen muchos factores que tienen
influencia sobre los resultados como son: edad, sexo y cepa de los animales de

experimentacién, calidad y cantidad de proteina, otros componentes de la dieta, condiciones
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ambientales, etc. Por ello, se ha buscado estandarizar el método y asi evitar emores
experimentales.

El método se basa en que el incremento en peso de ratas alimentadas con una dieta, bajo
condiciones estandarizadas es una medida confiable del valor nutricional de una dieta
protefnica. En esta prueba se relaciona la ganancia en peso del animal de prueba con la
proteina consumida, asumiendo que el incremente en peso es exclusivo de! nitrégeno ingerido.
Animales de experimentacién

Se emplearon ratas macho, de la misma cepa y camada, destetados entre los 21-23 dias de
edad, y el intervalo de peso no excedio de ios 10 gramos.

Dietas

Las dietas que se utilizaron tenian un nivel de proteina dei 10%, isocaléricas e isoproteinicas
con la dieta de referencia.

Procedimiento

Al recibir los animales, fueron pesados y ordenados segin el método de “culebra japonesa’,
para poder ser distribuidos por lotes. Fueron utilizadas 6 ratas por cada lote de prueba,
colocadas en jaulas individuales. A cada animal, se le colocé su respective alimento
{previamente pesado) y agua. Debido a que las ratas tienden a desperdiciar alimento, se coloco
debajo de cada jaula una charola de papel, para poder recuperario. Cada tercer dia, se registrd
el peso de cada rata y el alimento ingerido, restando a éste el alimento desperdiciado. Esto se
debio haber hecho durante fos 21 dias que dura €l experimento. Sin embargo, no fue peosible,
pues se obtuvo el 100% de mortandad de los animales de experimentacion entre los dias 7y 9.
Célculos

E! REP se calcula para cada una de las ratas, empleando la siguiente ecuacion:

REP = AP /[ FAI*F



Donde:
AP : incremento de peso (g}
AT alimento ingerido total (g)

F: % de proteina en {a dieta /100

Con cada uno de los valores individuales, se calcula el REP promedio del lote bajo estudio. El

coeficiente de variacién (CV) debe ser menor a 15% para que el resultado sea confiable.

CV = desviacidén estandar x 100
REP promedio

Para que los datos sean comparativos, es necesario expresarlos en valores de REP ajustado.

Es decir, tomando como referencia el valor de 2.5 para la dieta de caseina.

REP ajustado = REP experimental x REPCaseina ({referencia)
REPCaseina (experimental)

45



7. Resultados y Analisis

En la Tabla 3, se muestran los resultados obtenidos de! andlisis proximal realizado a las

semillas de cacahuanano:

Tabla 3. Resultados del anéiisis proximal de la semilla de cacahuanano.

Anélisis proximal de la semilla de cacahuanano (%) **

Humedad 472 +0.04
Grasa 22.49 + 0.49
Fibra Cruda 5.44 +0.49
Cenizas 3.94 +0.01

Proteina Cruda* 43.48 +0.31

Hidratos de carbono  19.93

*Nx625
* Los valones reportados son ka2 media de tres determinaciones

Como se puede ver, el cacahuanano es una semilla rica en grasa y con un alto porcentaje de
proteina cruda. Con los resultados obtenidos se caracterizé la semilla y se justificd que si tiene

un alto valor nutricional, por lo que tiene un gran potencial alimenticio.

Se realiz6 la determinacién del contenido de canavanina a un lote de reciente recoleccion

(2007) ¥ a un lote de recolecciones anteriores. Los resultados que se obtuvieron se muestran

en la siguiente gréfica {Figura 13):
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Figura 13. Contenido de canavanina en las semilfas de cacahuanano.

1 os resultados obtenidos difieren entre si, pero una posible explicacién es la madurez de la
semilla. Cuando se va a recolectar la muestra no siempre se hace exactamente en la misma
época, por lo que la madurez fisiolégica puede variar y este puede ser el factor determinante
por el cual, el contenido de canavanina disminuya o aumente en {a semilla. Al ser un
aminozcido toxico que las leguminosas utilizan come mecanismo de defensa, se podria pensar
que las semillas inmaduras tienen un mayor contenido de canavanina y que éste se pierde
conforme la semilla alcanza su madurez. Por lo mismo, se podria suponer que al no tener unas
condiciones optimas de almacenamiento de las semillas de cacahuanano, el contenido de

canavanina puede verse afectado y disminuir.

Posteriommente, se realizaron las distintas pruebas de varios procedimientos de destoxificacion
de la semilla de cacahuanano, con el objetivo de lograr la remocién de la canavanina o en su
defecto, disminuir lo mas posible su contenido. Todas estas pruebas se realizaron con la harina

de cacahuanano con un tamafic de particula de 3 mm.

Los procedimientos que se probaron y los resultados que se obtuvieron en la determinacidn de

canavanina residual, se resumen en las siguientes tablas:
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Tabla 4. Procedimientos de destoxificacién con medio de extraccion acuoso.

Relacién semifia:H,O pH Tiempo de extraccitn (h)| % Canavanina residual
2A5 1:10 5+01 2 6.16 + 0.1708
4A5 1:10 5+01 4 5.83 + 0.1532
8AS 1:10 5+0.1 8 573+ 0.1289
2A3 1:10 3+001 2 4.01 + 0.2891
4A3 110 3+00 4 4.59 + 0.2447

Se utilizé un medio acuoso para llevar a cabo la extraccién de la canavanina, ya que se sabe
que ésta es soiuble en agua. Dado que el pKa tedrico de la canavanina es de 9.22, se pensé
utilizar un pH inferior; es decir, un pH mas &cido para que la canavanina estuviera lo

suficientemente ionizada como para facilitar su remocién.

El primer pH con el que se trabajé fue 5, probandose tres diferentes tiempos de extraccion:
2.4,8 horas (Procedimientos de destoxificacion: 2A5, 4A5, BAS). Lo que se observé fue que el
medioc de extraccion se satura como se puede ver en la Figura 14. Después de las 4 horas, ya
no se lieva a cabo una extraccién significativa. Sin embargo, la disminucién de la canavanina

fue menor a la esperada y por ello, se decidié reducir alin mas el pH.

Extraccién de Canavanina 1
w874

] 68— 573

o
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2 4
Tiempo de extmccidn (hr}

Figura 14. Extraccién de canavanina 1.
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Se utiliz6 un pH=3, para ver si al disminuir e! pH se veia favorecida la exiraccién y Gnicamente
se manejaron dos tiempos de extraccién: 2,4 horas (Procedimientos de destoxificacion: 2A3 y

4A3). Ver Figura 15.
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Figura 15. Extraccion de canavanina 2.

El pH=3 si influy6 en la disminucién del contenido de canavanina en la semilla de cacahuanano.
La extraccién fue mas eficiente, posiblemente porque a un pH mas bajo, la canavanina estd
mas ionizada y por ende, se facilita su extraccién con un disolvente acuoso. Sin embargo, de 2
a 4 horas no se vio favorecida la extraccién. La diferencia encontrada entre estos dos tiempos
de extraccién no gs significativa y el aumento que se obtuvo a las 4 horas puede deberse a un

error experimental, a la falta de exactitud del método, entre otros.

Al ver que el medio de extraccitn se satura, se decididé hacer recambios del medio acuoso de

extraccion para evitar su saturacién; manteniendo et pH=3.
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Tabla 5. Procedimientos de destoxificacion con recambios del medio de extraccion acuoso.

Relacién Tiempo de extraccion % Canavanina
pH Recambios Hz0|
semilla:HO h residual
2
8R2(2) 1:10 3+041 6 262 + 0.1352
{cf2h)
4
12 5R4{0.5) 1:10 3+04 25 3.25 + 0.1222
{cf0.5h)
4
5R4(1) 1:10 3+01 5 36101121
(cf1h)

En el procedimiento de destoxificacion 6R2(2), se realizaron 2 recambios cada 2 horas pues fue
el tiempo en el que se vio una disminucién significativa del contenido de canavanina,
manteniendo el pH=3. La disminucion del contenido de canavanina es bastante buena (2.62%)

y el procedimiento por el cual se obfuvo este resultado, es un procedimiento practico y sencillo.

Sin embargo, para comprobar si los recambios_ eran lo que mas funcionaba para hacer la
extracciéon de la canavanina, se prob6 otrc procedimiento de destoxiﬁcacién: 2.5R4(0.5). Se
mantuvieron todas las condiciones iguales, pero se realizaron 4 recambios en totai; uno cada
media hora. La disminucién del contenido de canavanina fue buena (3.25%), pero no tanto
como en el procedimiento anterior (R2(2)). Posiblemente, se debe a que se requiere un mayor

tiempo de extraccién entre cada recambio para poder lograr la remocion de la canavanina.

Por lo anterior, se prob6 otro método de destoxificacion (5R4(1)), practicamente igual al anterior
(2.5R4(0.5)) pero dando un tiempo de exiraccién mayor entre cada recambio: 1 hora. El
resultado cbtenido de canavanina residual fue de 3.81%; es decir, ligeramente mayor al
obtenido previamente. Con esto se comprobé que el tiempo de extraccién mas adecuado son
dos horas. Con tiempos menores, la extraccién de la canavanina no se lieva a cabo de forma

tan eficiente.
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Tabla 6. Procedimientos de destoxificacién con medio de extraccién acuoso y tratamiento térmico.

Coccién
Tiempo de %
Ralacién Recambios [lfemperatural (15
pH extraccion Canavanina
{semiila:H,O H0 minutos,
th} residual
121°C)
2 3785+
6R2(2)T3 1:10 3+01 6 -
{cf2 h) 0.1017
2
{cf 24 h, 1 enire 3575+
T2R2(24)C3  1:10 3+01 72 1
extraccién y 0.3376
coccitn}
2
{(c/ 24 h, 1 entre] 3.795 +
72R2(24)C  1:10 6+0.1 72 ]
extraccion y 0.2734
coccién)
c 1:10 6.17 _ - 1 r5.13 +0.2784
2
{entre
2R2CC3 1:10 3+01 2 2 3.41 + 0.1462
extraccion
y cocciones)
1
RICC3 1:10 3+01 _ {entre 2 3.39+0.2145
cocciones)
1
R1CCE 1:10 6+01 _ {entre 2 3.86 + 0.2451
cocciones)
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El tratamiento térmico puede favorecer la extraccion de algunos compuestos. Por ello, se realizé
un procedimiento de destoxificacién (6R2(2)T3) igual al 6R2(2) que.era con el que se habia
obtenido ios mejores resultades, pero utilizando una temperatura controlada de 50°C durante
las extracciones. El resultado que se obtuvo no fue el esperado. Se pensé que el contenido de
canavanina residual iba a ser menor a 2.62% {obtenido en el procedimiento 6R2(2)), sin
embargo, fue de 3.785%. Una posibie explicacion para eso, es que al utilizar una temperatura
de 50°C, se haya facilitado la extraccif_)n de otros compuestos distintos a la canavanina. Lo cual
ocasiona que la canavanina se concentre dentro de la semilla y eso se refleje en el resultado

obtenido.

Posteriormenie, se probaron los procedimientos de destoxificacién 72R2(24)C3 y 72R2(24)C6,
en los que fa Gnica diferencia es el pH de trabajo, pH=3 para el primero y pH=6 para el
segundo. Estos procedimientos habian sido probados con anterioridad dando muy buencs
resultados, por ic que se llevaron a cabo de {a misma manera con la que se habian hecho. Sin
embargo, los resultados obtenidos no fueron los esperados: 3.575% para el 72R2(24)C3 y
3.795% para el 72R2(24)C6. En realidad, los resultados concuerdan con las conclusiones que
se habian obtenido previamente. El pH=3 si favorece la extraccion y aun cuando se dejaron por
tiempos de extraccion largos (24 horas), la extraccién de la canavanina no es efectiva, debido a

la saturacién del medio de extraccion.

Después de realizar todos los métodos anteriommente mencionados, se quiso saber qué tan
eficiente era el procedimiento de coccién por si solo. En el procedimiente de destoxificacion C,
Gnicamente se vio que la coccién disminuia el contenidc de canavanina a 5.13%. No es una
disminucion muy significativa, pero podria ser una opcitn adicional a los recambios; ya que la

coccidn se llevé a cabo sin ajuste de pH.
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Combinando estas dos opciones, se realizé el procedimiento de destoxificacion 2R2CC3. El

resultado obtenido {3.41%) fue buenc pero muy similar al procedimiento de destoxificacion

R1CC3 (3.39%), en el cual unicamente se levaron a cabo las 2 cocciones. Es decir, no se

realizd la extraccion previa de dos horas.

Finalmente, con e! procedimiento de destoxificacion R2CCS, que es practicamente igual que el

R2CC3 y Ia tnica diferencia es el pH de trabajo; se comprob6, una vez mas, que el pH=3 si

favorece la extraccién de a canavanina; esto sin importar el procedimiento que se utilice. En

este procedimiento, el contenido de canavanina residual fue de 3.86%.

Tabla 7. Procedimientos de destoxificacién con medic de extraccion acuoso, muestra previamente

desengrasada.
Tiempo de Coccitn
Relacion Recambios 2% Canavanin
pH extraccion {15 minutos,
lsemdla:HO HO residual
h 121°C)
5585+
2D 1:10 3+01 2 _ -
0.2006
2
6R2(2)D 1:10 3+01 6 _ 2.80+0.2534
{c/2h)
3
8R3(2)D 1:10 3+01 8 _ 3.47 + 0.0880
(cfi2h)
1
R1CCD 1:10 3+01 _ 2 2.01 + 0.0804
{entre cocciones)
2
R2CCCDy  1:10 3+001 _ 3 3.09+0.2003
{entre cocciones)
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En muchos de los procedimientos de destoxificacién, se obtuvieron resultados del contenido de
canavanina residual alrededor de 3%. Por eso, se penso que tal vez habia algo que impedia ia
extraccion de la canavanina. Posiblemente, la canavanina puede quedar ocluida en la grasa y
por ende, no extraerse de manera total. Por ello, se decidié desengrasar la muestra antes de

someterla a cualquier procedimiento de destoxificacion.

El procedimiento de destoxificacion 2D es igual que el 2A3 y el 6R2(2)D es igual que el 6R2(2),
pero con la muestra previamente desengrasada. En ambos casos el contenido de canavanina
residual resulté mayor. 5.585% para el 2D y 2.80% para el 6R2(2)D; por lo que la grasa no
influye en los procedimientos que se realizan con extracciones acuosas acidificadas y

recambios.

No obstante, se probé el procedimiento de destoxificacién 8R3{2)D, donde se lleva a cabo una
mayor cantidad de recambios que en el procedimiento 6R2(2)D. El resultado obtenido (3.47%)
no fue el esperado, pues se pensaba que al lievar a cabo un recambio mas; la extraccién de la
canavanina se iba a ver favorecida. Por lo contrario, parece que el contenido de canavanina
residual aumenta y esto puede deberse a que se extrae una mayor cantidad de ofros

compuestos distintos a {a canavanina.

Sin embargo, en el procedimiento de destoxificacién R1CCD, que es igual al R1CC3 pero conia
muestra previamente desengrasada; si se observé una disminucién significativa en el contenido
de canavanina residual. Esto puede deberse a que durante el proceso de coccién se aicanzan
temperaturas en las cuales, la minima grasa que ain contenga la muestra se funde y otros
componentes como proteinas o hidratos de carbono también se extraen ¢ se desdoblan,

facilitando la extraccion de la canavanina.
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Por lo anterior, en el procedimiento de destoxificacion R2CCCD, se realizaron un mayor nimero
de cocciones. Lo que sucedid fue algo similar que con el procedimiento 8R3(2)D. El resultado
obtenido (3.09%) no fue el esperado, pues se pensaba que al llevar a cabo una coccidén mas; {a
extraccién de la canavanina se iba a ver favorecida. Por lo contrario, parece que el contenido de
canavanina residual aumenta y estc puede deberse a que se extrae una mayor cantidad de

otros compuestos distintos a la canavanina durante la tercera coccion.

Tabla 8. Procedimientos de destoxificacion con medio de extraccion agua-metanol.

Relacién Tiempo de extraccion | % Canavanina
Disolvente pH
ISemilia: Disolventel {horas:minutos) residual

7.22+04171

60M0.5h 160% MeOH + 40%H,0 + 1%HC] 1:5 363 0:30
60M1h B0% MeOH + 40%H,0 + 1%HCI 1.5 383 1:.00 7.24 + 0.0860
S50M5m {50% Ma0H + 50%H;0 + 1%HCI] 1:5 3.30 0:05 7.12 + 0.0618
50M30m 150% MeOH + 50%H,0 + 1%HCI 15 3.30 0:30 6.60 + 0.1805
50M30mI50% MeOH + 50%H,0 + 1%HCI 1.5 3.36 0:30 6.06 + 0.4085
50M2hD 150% MeOH + 50%H,0 + 1%HCI 1:10 3.52 2:00 4,18 + 0.1359

Los procedimientos de destoxificacién con medio de extraccidn no acuoso, estan basados en

un articulo de Bass ef al. (1)

En los procedimientos de destoxificacion 60M0.5h y 60M1h, se utilizé como medio de extraccion
una solucién 60% metanol mas 40% agua mas 1% de HCI concentrado. En el articuio base no
se mencionan los tiempos de extraccién; por lo que, se decidio hacerlo por 30 minutos ¥ 1 hora,
respectivamente. Los resultados que se obtuvieron no concuerdan con lo reportado en el

articulo base (1), donde se reporta que siguiendo este método se puede eliminar hasta un 95%
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de! contenido de canavanina en la semilla de Jack bean (Canavalia ensiformis). En los
resultados, se puede ver que el contenido de canavanina en la semillé de cacahuanano parece
haber aumentado (7.22% para 30 minutos y 7.24% para 1 hora). Esto indica que no se extrajo
absoiutamente nada y los valores mas attos que el valor inicial pueden deberse a la extraccin

de otros componentes, ocasionando que se concentre la canavanina,

Sin embargo, se decidié volver a intentar este método pues se menciona que si es aplicable
para cualquier leguminosa que tenga un atto contenido de canavanina, como es el caso del
cacahuanano {1). Unicamente se realizé una modificacién utilizando como medio de extraccion
una solucion 50% metanol mas 50% agua mas 1% HCI concentrado. Esto se hizo pues en el
articulo base trabajan con semillas de Canavalia ensiformis enteras ¥ las ponen a remojar
toda una noche previo a la extraccion. Al ser una leguminosa, puede absorber su peso en agua
durante el remojo y por consecuencia, la concentracién de metanol en el medio de extraccion
es menor que ia que se menciona inicialmente de 60%. Como se vio que en realidad de media
hora a 1 hora no hubo una diferencia significativa; se decidié hacer tiempos de extraccién de §
minutos (50M5m) (pues en el articulo dice que es inmediato} y de media hora (50M30m).

El resultade obtenide (7.12% para 5 minutos y 6.60% para 30 minutos) comprobé que el
método no es adecuado para la remocidn de la canavanina, para el caso de la semilla de
cacahuanano. Incluso podria pensarse que de alguna forma se concentra por la extraccion de
algunos otros componentes. Sin embargo, los valores obtenidos no difieren significativamente
del valor original, lo que indica que no se extrajo practicamente nada. La variacion puede
deberse al método de determinacion.

No obstante, lo que se ve claramente es que el medio de extraccion con una solucidén
metanol:agua no es eficiente para la extraccion de la canavanina en la semilla de cacahuanano;
sin importar, que el pH de trabajo fuera cercano a 3. Posiblemente esto se debe a que el

articulo hace referencia a Canavalia ensiformis y aunque también es una leguminosa; la
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matriz es diferente a la del cacahuanano. El cacahuanano tiene un porcentaje mayor de grasa y

Canavalia ensiformis tiene un porcentaje mayor de hidratos de carbono.

En e! procedimiento de destoxificacion S0M30mD se realizé exactamente lo mismo que en el
procedimiento 50M30m, pero con la muestra desengrasada previamente. La muestra se
desengrasd para intentar asemejar mas la matriz del cacahuanano a la de Canavalia
ensiformis. La diferencia en el resultado obtenide (6.06%) es minima; lo cual significa que
efectivamente la eliminacion de ia grasa no favorece la extraccion de la canavanina cuando se

realizan extracciones.

Por Gltimo, se probé el procedimiento 50M2hD; utilizando el mismo medio de extraccién pero
con una refacidn de disolvente:semilla mayor (1:10), la muestra previamente desengrasada y el
tiempo de extraccion dptime de 2 horas. Es decir, se tomd la idea de la composicién del medio
de extraccién del articulo base; pero para otras condiciones, se utilizé lo que ya se habia
utilizando en procedimientos anteriores. El resultado obtenido fue mejor {4.18%). Sin embargo,
no es un resutado bueno ni esperado. Posiblemente, 2 extraccidn metanol:agua no sea
efectiva debido a que al desengrasar la muestra, el porcentaje de hidratos de carbono del
cacahuanano es mayor que el de Canavalia ensiformis. Es decir, las matrices siguen siendo

diferentes.

Al analizar todos los resultados de manera conjunta, se puede ver que la grasa influye en la

extraccion de canavanina en procedimientos que involucran altas temperaturas. Sin embargo, el

contenido de canavanina no fue posible reducirio a un valor menor de 2% aproximadamente. -
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Una posible idea es que el total de la canavanina no se encuentra en su forma libre. Es decir,
que parte de la canavanina se encuentre unida a hidratos de carbono formande una especie de
glicoproteinas o que se encuentre denfro de las proteinas, debido a su semejanza con la

arginina.

Por lo tanto, el mejor procedimiento de destoxificacion fue el R1CCD.

En la Tabla 9, se muestran los resuliados obtenidos del anélisis proximal realizado al producto
destoxificado que se utilizo para la elaboracién de las dietas que se utilizaron durante el ensayo

biolbgico:

Tabla 9. Resultados del anélisis proximal def producto destoxificado.

Anélisis proximal de la semilla de cacahuanano (%) **

Humedad 2.03+0.05
Grasa 1.16+0.03
Fibra Cruda 13.03 +0.21
Cenizas 2.87 + 0.02

Proteina Cruda* 49.81 + 2.12
Hidratos de carbono  31.1

*Nx625
** Los valores neportados son la media de tres determinaciones

Al finalizar el analisis bromatolégico del producto destoxificado, se llevd a cabo la determinacion
de canavanina presente pafa conocer la cantidad de toxico atn presente. Ei resultado oblenido
fue de 3.55 +0.35 %.
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Se puede observar que al aumentar el escalamiento del procedimiento de destoxificacion no se
obtuvo la remocién de canavanina comoe se habia logrado en un inicio (2.01%). La cantidad de
toxico aiin presente es considerable. Sin embargo, al formular la dieta, el téxico se diluye con
los ofros componentes que la integran; por lo cual se esperaba que la ingesta del i6xico fuera

menor ¥ no manifestara sintomas clinicos de toxicidad.
Las dietas que se elaboraron se presentan a continuacion, en las Tablas 10 y 11. Se
elaboraron, de tal forma, que fueran isocaldricas e isoprotéicas con la dieta de referencia,

(caseina).

Tabla 10. Composicién de dieta de cacahuanano (7).

Ingrediente g/100 g dieta | g/750 g dieta
Cacahuanano 20.08 150.60
Sacarosa 19.92 149.40
Comercial SALML ®
Glucosa 17.20 129.00
Anhidra USP {Comercial Quimica BARSA)
Dextrina 2264 169.80
MAIZENA ®
Manteca vegetal 7.87 59.03
INCA®
Aceite vegetal 5.90 44 25
MAZOLA ®
Mezcla de sales (minerales) 342 25.65
902842 MP Biomedicals
Mezcla de vitaminas 2.00 15.00
904654 MP Biomedicals
Celulosa comercial 0.97 7.28
SIGMA C-8002

Se decidié probar una segunda dieta, suplementada con los dos aminoacidos en los que el
~ cacahuanano es mas deficiente: metionina y triptofanc. Esto se realiz6 para ver si mejoraba la

calidad nutritiva del cacahuanano.
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Tabla 11. Composicién de dieta de cacahuanano suplementada (TS).

Ingrediente . gM00 g dieta | g/750 g dieta
Cacahuanano 20.08 150.60
Sacarosa 19.92 149.40
Comercial SALML ®
Glucosa 17.20 129.00
Anhidra USP {Comercial Quimica BARSA)
Dextrina 2264 169.80
MAIZENA ®
Manteca vegetal 7.87 59.03
INCA®
Aceite vegetal 5.90 4425
MAZCLA®
Mezcla de sales {minerales) 342 2565
902842 MP Biomedicals
Mezcla de vitaminas 2.00 15.00
904654 MP Biomedicals
L-Metionina 04 30
Grado Comercial
L -Triptofano 0.06 0.45
Grado Comercial
Celulosa comercial 0.51 383
SIGMA C-8002

Al recibir los ejemplares para llevar a cabo el ensayo biolégico, se encontraban en buen estado
de salud y cumplian todos los requisitos, con los cuales se habian solicitado. Sin embargo,
durante e! ensayo biolégico, todos ios ejemplares (animales de experimentacion} presentaron

sintomas de algiin efecto tdxico, obviamente causado por la canavanina.

La tabla de moriandad obtenida se muestra a continuacién, en la Figura 16:



Mortandad en Ensayo Biolégico
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T = Dieta de cacahuanano.
TS = Dieta de cacahuanano suplementada.

Figura 16. Mortandad durante el ensayo biologico.

Los resultados obtenidos no fueron los esperados.

En ias dos dietas que se evaluaron, las ratas presentaron los siguientes sintomas:

= Hipotermia: Se sentian frias al tacto.

= Piloereccion.

= Coloracién ligeramente amarilla en el pelo.

= QOrina muy densa y de color amarilio intenso.

= Falta de coordinacion.

= A veces, tembiores.

= Posible reaccidn alérgica: Se rascaban desesperadamente la nariz. Incluso hasta quitarse el

pelo y la piel de la zona.

La falta de coordinacién y los tembiores pueden indicar un posible dafic neuroitgico, es decir,

que la canavanina puede afectar el sistema nervioso central.
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Fue necesario sacrificar a Ia rata T1 el dia 4 por los sintomas tan fuertes que presentaba. Sin
embargo, al realizar la necropsia del animal no se observd dafio en ningin érgano viceral,

pulmones y corazén.

En realidad, no se sabe con exaclitud los efectos téxicos que tiene la canavanina, pero se

comprueba que puede llegar a ser letal.

Los efectos de la suplementacién no fueron evaluados, debido a que el tiempo de vida de los

animales fue muy corto.
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. Conclusiones

El cacahuanano tiene un alto potencial alimenticio, por ia alta cantidad de proteina y grasa.
La madurez fisiolégica de la semiilla influye en el contenido de canavanina.

Mientras mas ionizada se encuentre la canavanina, es mejor es su extraccion en fase
acuosa.

Hacer recambios de agua favorece la extraccién de la canavanina; pues se evita la
saturacién del disolvente.

El procedimiento de purificacion propuesto por Bass et al (1), que utiliza un medio de
extraccion metanol:agua no es eficiente para la remocién de la canavanina en la semilla de
cacahuanano.

El mejor procedimiento de destoxificacion fue el R1CCD; trabajando con la muestra
previamente desengrasada, con una relacién de semilia:agua de 1:10, pH=3, 2 cocciones
{(121°C, 15 minutos) y un recambio del medioc de extraccion entre cada coccidn;
obteniéndose un valor de 2.01% + 0.0804 de canavanina residual.

Al aumentar el escalamientc del procedimiento de destoxificacién R1CCD, para obtener
suficiente cantidad del material destoxificado, fue menos eficiente la remocidn de la
canavanina.

La harina de cacahuanano destoxificada tiene un alto contenido de proteina. Sin embargo,
no se logré ia remocion adecuada de la canavanina y se observaron sus efectos téxicos
durante el ensayo bioldgico.

Con los resultados obtenidos, se puede asumir que no toda la canavanina se encuentra de

forma libre en la semilla de cacahuanano, como se menciona en la literatura.
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