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RESUMEN

En México el hambre y 1a desnutricién son un problema grave y no obstante el aumento
de la disponibilidad de los alimentes el problema sigue acracentindose, es par ello la
incesante busqueda de material biolégico con potencial proteinico-energético. La
produccién de came de pollo es una actividad pecuaria, gracias a la cual la poblacién
humana puede cubrir gran parte de sus necesidades de proteina mediante el consumo
de este alimento, esto es factible debido a que es la came més barata en el mercado, a
pesar de que el alimento de estos animales es de los mas caros. En un alimento para
lpollos, uno de los ingredientes mas importantes es la proteina la cual representa el mayor
costo del alimento. Son diversas las fuentes de proteina empleadas en la alimentacién de
los pollos, la soya y el sorgo son un ejemplo, sin embargo, en el presente trabajo se
propone la potencial utilizacién de las semillas de Colorin que tienen un atto contenido de
proteina y ésta ha manifestado un perfil de aminoacidos muy adecuado para alimentacion
de otros animales monogastricos. El problema que presentan las semillas de Colorin es
que contienen factores téxicos que si no son inactivados ejercen efectos indeseables a
corto y largo plazo. Entre estos factores se encuentran los alcatoides y los inhibidores de
tripsina, pero bajo las condicionss de destoxificacién fue posible dejaria practicamente
libre de alcaloides; mientras que los inhibidores de tripsina presentan termoresistencia y el
nivel de estos sélo se disminuyen en parte; sin embargo, con la adicion de pancreatina en
las dietas de prueba, es posible contramestar el efecto antinutricional de este factor téxico.
Se realizaron dos experimentos con la finalidad de evaluar la calidad nutricia de la
fraccion proteinica de las semillas de Colorin destoxificadas, en ambos se emplearon
pollos de la estipe Ross x Ross de un dia de adad, un disefio experimental de cuatro
repeticiones de 5 animales para cada tratamientc de pruesba y el tiempo de

experimentacion fue de 2 semanas. El primer experimento del estudio consté de tres

.



tratamientos: dieta control {soya + sorgo), dieta 50% Colorin (soya + sorgo + Colorin
+pancreatina bovina) y dieta 100% Colorin (Sorgo + Colofin + pancreatina bovina) de
donde se observé una pobre respuesta bicldgica de los animales sometidos a las dietas
con Colorin, lo que se atribuy6 al alto contenido da inhibidores de tripsina y la poca
efectividad de la pancreatina bovina debide a una variacion interespecie, por lo que s8
procedio a realizar un segundo bioensayo utiiizando pancreatina aviar (Avizime)
abteniendo resultados satisfactorios para los parametros biolégicos estudiados: Relacion
de Eficiencia Proteinica (REP), Conversion Alimenticia (CA) y Digestibilidad de la
Proteina; por lo que las semillas de Colorin muestran ser una altemativa potencial en la

alimentacién de avas domeésticas (pollos).



1. ANTECEDENTES

1.1 DESNUTRICION EN MEXICO Y EL MUNDO

Los datos de México y el mundo entero demuestran que las causas subyacentes,
en la mayoria de los problemas de nutricidn, no se han modificado
sustancialmente en los Gltimos 50 afos, segun datos de la FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2004) actualmente 777 millones
de personas en los paises en desarrolio sufren algin grado de desnutricion;
concretamente, 8s un hecho que el 55% de ias 12 millones de muertes infantiles
anuales se deben a la desnutricion, que 2 millones de personas (39% nifos
menores de cinco afos y 52% mujeres embarazadas) sufren de anemia
(FAO,2004).

La pobreza, la ignorancia y la enfermedad, junto con el suministro inadecuado
de alimentos, ambientes insalubres, estrés social y la discriminacién, todavia
persisten sin cambio evidente como una marana de factores que interactuan y se
combinan para crear condiciones en las que flarece la malnutricién. Sin embargo,
lo que cambia de modo fundamental es el enfoque para tratar la mainutricion. Los
problemas de desnutricién son cada vez mas frecuentes en el mundo en unos
casos por la falta de alimentos que ingerir (paises subdesarrollados y en vias de
desarrollo) y en otros casos por una dieta inadecuada (paises desarrollados)

(Latham, 2002).

1.2 IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DEL COLORIN {Erythrina americanal).
Paraddjicamente al problema de desnutricion, el mal planeado desarrolio

agropecuario en muchas comunidades rurales, pone en peligro ia conservacion de



plantas silvestres o de cultivo incipiente, no importando que algunas de ellas
tienen un alto potencial alimenticio, y son apreciadas y ulilizadas de manera
sustentable en dichas comunidades. En estos entormos indigenas se destruye
vegetacion silvestre o en cullivo incipienta en forma indiscriminada, con tal de
obtener tierras adecuadas para el sistema intensivo de monocultive y extensién de
la ganaderia; esto pone en peligro el potencial germopldsmico de muchas
especies silvestras, que algunos autores le denominan “erosion genstica® (Flores,
1988; Doode y Pérez, 1994; Centuridn et al, 2000). Por io tanto, el riesgo de la
implantacion de la “modernidad® mal planeada en estas zonas, pone en peligro a
pérdida de especies vegetales que hasta el momento no han sido valoradas en su
plenitud (Bostid, 1989; Hemmadez y Le6n, 1892).

La busqueda de material biolégico con potencial proteinico-enargético, no es
nueva ni dificil de implantar como recurso agroalimentario, ya que el teitorio
mexicano cuenta con una gran biodiversidad (Villela y Gerez, 1994; Granados y
Lépez, 1996). Con respecto a lo anterior, cabe mencionar que el sur de México
junto con Centroameérica, fue uno de los principales centros de origen de muchas
plantas cultivadas y que actualmente son alimentos de origen vegetal quse el
género humano disfruta (Granados y Lépez, 1996).

Las leguminosas constituyen una de las familias botanicas mas amplias del
reino vegetal, pues comprende 650 géneros aproximadamente que incluyen
alrededor de 18,000 especies distribuidas en todo el mundo, en especial en las
regiones tropicales y subtropicales (Harborne et al, 1971; Smartt, 1990).

Una caracteristica propia de las semillas de las leguminosas es su alto contenido

de proteina, por lo tanto, nc es sorprendente que algunas semillas sean utilizadas



como fuente de proteina en la alimentacion de muchos paises en vias de
desarrollo. Hoy en dia unas cuantas leguminosas (aproximadamente 20) son de
importancia comercial como fuente de alimento humano, las cuales son
consumidas en estado seco, cocidas y en estado inmadure (Sinha, 1978; Kay,
1891).

En el caso de la planta conocida camo Colorin (Erythrina americana), en
ciertas regiones del pais, las flores son usadas con fines comestibles; sin embargo
se ha encontrado que las semillas tienen un alto contenido de proteina y grasa
(Sotelo et al,1993) y la proteina de la semilla destoxificada ha manifestado un
perfil de aminodcidos muy adecuado para alimentacion de animales
monogastricos ya que en bioensayos realizados anteriormente se obtuvo una
Relacion de Eficiencia Proteinica (REP) sin diferencia significativa con respecto al
REP control en el que se empleo como fuente de proteina, caseina, por lo que
dicho resultado fue de gran relevancia, considerando la semilla ge Cotorin como
una buena fuente de proteina para la alimentacién de otros animales
monogastricos (Tenorio, 1993; Sotelo et al, 1993).

La produccion de carne de pollo es una actividad pecuaria, gracias a la cual la
poblacién humana puede cubrir gran parte de sus necesidades de proteina
mediante el consumo de este alimento, asto es factible debido a que es la carne
mé&s barata en el mercado, a pesar de que el alimento de estos animales es de
los mas caros.

En un alimento para pollos, uno de los ingredientes mas importantes es el

proteinico el cual representa el mayor costo del alimento total. Este ingrediente

debe presentar un perfil de aminoacidos tal que permita cumplir con los




como fuerte de proteina en la alimentacion de muchos paises en vias de
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(Sotelo et al,1993) y la proteina de la semilla destoxificada ha manifestado un
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monogastricos ya que en bioensayos realizados anteriormente se obtuvo una
Relacién de Eficiencia Proteinica (REP) sin diferencia significativa con respecto al
REP controi en el que se smpleo como fuente de proteina, caseina, por lo que
dicho resultado fue de gran relevancia, considerando la semilla de Colorin como
una buena fuente de proteina para la alimentacién de otros animales
monogéstricos (Tenorio, 1993; Sotelo et al, 1993).

La produccion de carne de pollo es una actividad pecuaria, gracias a la cual la
poblacién humana puede cubrir gran parte de sus necesidades de proteina
mediante el consumo de este alimento, esto es factible debido a que es la came
mas barata en el mercado, a pesar de que el alimento de estos animales es de
los més caros.

En un alimento para pollos, uno de los ingredientes més importantes es el
proteinico el cual representa el mayor costo del alimento total. Este ingrediente

debe presentar un perfil de amino4cidos tal que permita cumplir con los



requerimientos del ave y de esta forma mejorar su desarrollo (Martinez Pré6 y
Avila, 1995).

Son diversas las fuentes de proteina empleadas en la alimentacién de los
pollos, la pasta de soya, algodén, ajonjoli, gluten de maiz son algunos ejemplos,
siendo actualmente la soya la mas utilizada, a pesar de que en México no se
produce pasta de soya en cantidad suficiente, lo cual obliga a importar este
producto, hecho que incrementa notablemente su precio y obliga al formulador de
raciones a emplear otros productos que reduzcan los costos del alimento, sin
embargo, en los ultimos afos el precio del alimenio se ha incrementado
notablemente por to que es necesario buscar nuevas fuentes de proteina y que
estas ademdas de cumplir con los requerimientos nutrimentales, reduzcan el costo

del alimento (Avila, 2001).

1.3 GENERALIDADES SOBRE Erythrina americana.

El género Erythrina consta de 108 especies de amplia distribucion en México
se cultiva en terrenos tropicales y medianamente fértiles, se propagan con
facilidad por medio de semillas 0 estacas.

El Colorin (Erythrina americana) es una laguminosa cuyo arbot alcanza de 4 a
5 metros de altura , su tallo es amarillento & irregular y sus ramas espinosas ; las
hojas son ftrifoliadas , con hojuelas de 10 cm. de largo, casi cordiformes o
deltoides y en la mayoria de los casas glabras provistas de estipulas.

El fruto es una legumbre de aproximadamente 20 cm. de largo y 2 cm. de

ancho con estrangulamiento que limita los léculos donde se alojan las semillas ,



que son de color rojo vivo, escarlata o naranja como las flores \su testa es lisa y
brillante.

Se le conoce con los nombres comunes de Colorin, Chocolin en Hidalgo y
Chilicote en Baja California, Sonora y otros lugares del sur del pais (Tenorio,
1993).

El Colorin se caracteriza por biosintetizar alcaloides, a los que se les atribuyen
propiedades paralizantes de los nervios motores similares al curare (Guerrero,
1980; O' Gorman, 1993; Garcla-Mateos, 1996, 1998; Garin-Aguilar et al, 2000);
ademds, en estudios previos se ha determinado que la semilla cruda tiene un alto
contenido de inhibidores de tripsina, reporténdose de 68-69 U.T.I / mg (unidades
de ftripsina inhibida por miligramo de muestra) por lo que es necssaria su
destoxificacion para poder proponerla con fines alimenticios (Tenorio, 1993;

Sotelo et al, 1993).

1.4 ALIMENTACION DE AVES

La alimentacién de las aves es lo mas importante en una expiotacién avicola
por tal motivo el productor de pollo deberd estar consiente de la calidad del
alimento que compre o prepare ya que este debe cubrir las necesidades
nutrimentales del ave de acuerdo a su estado fisioldgico; en caso de que estas
necesidades no se cubran, el potencial genético de las aves no se podra
manifestar, es decir al llegar a las siete semanas el peso del pollo sera inferior al
que exige el mercado.

El alimento para pollo estd compuesto de una mezcla de ingredientes tales

como: cereales, pasta de soya, aceite o grasa, vitaminas y minerales ya que por
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medio de estos ingredientes se obtienen aminodcidos, energia y los nutrimentos
necesarios para las funciones de mantenimiento y produccion de came (Martinez

Pré y Avila, 1995).

1.4.1 HIDRATOS DE CARBONO

L.a mayor parte de la cantidad de energia requerida por el polle es suministrada
por medio de los hidratos de carbono en la dieta, los cuales al ser oxidados
durante el metabolismo proporcionan energia. La energia es utilizada por el
organismo para realizar funciones de mantenimiento y produccién. En un alimento
balanceado, la energia que requiere el animai la obtiene principaimente de los
cereales como el maiz, sorgo y trigo que son ricos en almidon y en el caso del
pollo de engorda dado que sus necesidades de energia son muy altas se
requiere ademdas del uso de grasas o aceites para cubfir escs elevados
requerimientos de energia metabolizable {(Avila, 2001). La Tabla 1 muestra las

necesidades energéticas y nutrimentales de pollos de engorda (NRC, 1994).

1.4.2 LiPIDOS

Tanto las grasas de origen animal como los aceites de origen vegetal desds el
punto de vista nutricio son considerados como fuentes concentradas de energia;
por lo cual en la formulacién de alimento para pollos de engorda se adicionan
grasas o aceites, ya que es imposible tratar de cubrir las necesidades energéticas
de un pollo s6lo con los hidratos de carbono (Marﬁnez Pré y Avila, 1995).

Las funciones que desemperfian los lipidos en la alimentacién de las aves son:

- Permiten incrementar el nivel de energia de una dieta.

10



- Son fuentes de acidos grasos indispensables, en particular del &cido
linoleico.

- Mejoran la textura del alimento

- Mejora la absorcioén de las vitaminas liposolubles

- Enlas aves tienen un efecto extracalérico ya que se reduce ia velocidad de
paso del alimento a través del tracto digestivo mejorando de esta manera

la utilizacion de la energia del resto de los componentes del alimento.

1.4.3 PROTEINAS Y AMINOACIDOS

En el caso de las aves son 12 los amincéacidos indispensables y son: lisina,
metionina, cistina, treonina, triptofanoc, leucina, isoleucina, arginina, histidina,
valing, fenilalanina y tirosina.

La glicina es un aminoacido importante en el caso de las aves porque sirve
para la sintesis del acido urico, principal metabolito para excretar los compuestos
nittogenados del catabolisme; es importante sefialar que la giicina se forma a
partir de serina y viceversa, por lo que ambos aminoécidos son criticos también
para las aves.

La funcién de los aminoacidos desde el punto de vista productivo es que son
requeridos por las células para formar proteina muscular, necesaria para el
crecimiento del animal y para la formacian de plumas.

De todo lo anter;or se deriva la importancia de los aminoacidos desde el punto
de vista de mantenimiento y produccion, por lo que al formular un alimento se
debe procurar que éste contenga las cantidades apropiadas para suplir las

necesidades del animal.
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Las necasidades de amino4cidos como de proteina se presentan también en la
Tabla1, no obstante que han cambiado y un factor que ha contribuido a ello es el
continuo avance en el mejoramiento genética de las estirpes de pollos
comerciales; estos cambios en la produccion animal obligan a revaluar las
necesidades nutricias de manera continua para asegurar gque el potencial genético

del animal se manifieste (Martinez Pré y Avila, 1995).

Tabia 1.
Necesidades nutricionales (NRC, 1934) de pollos de engorda en porcentaje o unidades por
Kg. de diata (90% de matesia seca).

Nutriente unidad 0-3 semanas 3-6 semanas

a

Energia metabelizable keal 3200 3200
Proteina ® y amino4cidos % 23.0 200
Arginina % 1.25 1.10

Glicina + serina % 1.25 114
Histidina % 0.35 0.32
Isoleucina % 0.80 0.73
Leucina % 0.20 1.09

Lisina % 110 1.0
Metionina % 0.50 0.38
Metionina + cistina % 0.80 0.72
Fenilalanina % 0.72 0.65
Fenilalanina + tirosina % 034 122
Prolina % 0.60 0.55
Treonina % 0.80 0.74
Triptofano % 0.20 0.18

Valina % 0.90 0.82

Acko linaleico % 1.0 10

2 Estos valores de EM/kg de dlela pueden ser menores dependlendo de los ingredientes y disponibllidad de las grasas o
aceites.

Los polios de engorda no tiensn requermientos de protaina Par se. Pero dabe haber una cantldad suficiente para sintesls
de aminoécidos dispensables.
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1.4.4 MINERALES

Los elementos inorganicos indispensables que se muestran en la Tabla 2
desempefan funciones importantes y variadas por lo que un suministro
inadecuado de estos puede causar graves dafios al animal y afectar la actividad
productiva. A continuacidn se expondran algunas de las funciones de dichos
elementos.

El calcio y fosforo se encuentran en el sistema éseo en forma de hidroxiapatita,
sin embargo, estos dos elementos tienen otras funciones mas importantes: ia
funcion del calcio es la coagulacién y ia del fésforo la formacidn de enlaces ricos
en energia en la molécula de ATP.

El sodio, potasio y cloro son elementos que participan en la regulacién del
balance &cido — base, en el mantenimiento da la presion osmética y en el balance
hidrico.

El magnesio es un elemento requeridc por el sistema enzimatico que
interviene en la sintesis de la matriz proteinica del huesa, por lo que su deficiencia
produce malformaciones.

El hierro y cobre son necesarios para la formacion de la hemeglobina vy la falta
de estos elementos puede producir anemia.

El Zinc es un elemento que esté relacionado con procesos metabélicos que
intervienen en la integridad de 1a piel, plumas y de los huesos.

La racion de minerales puede ser agregada a la dieta mediante una premezcla
mineral sin embargo debe tanerse cuidado de que sea adecuada ya que una
deficiencia o sobredosis puede causar graves dafios al animal (Martinez Pré y

Avila, 1995).
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Tabla 2.
Necesldadas de minerales expresados en porcerntaje o mg/kg de dieta (NRC, 1954).

. . 0-3 36
Macrominerales | unidad semanas semanas
Caicio % 1.0 0.90
Cioro % 0.2 0.15
Magnesio mg 600 600
Fosforo % 045 0.35
Potasio % 0.30 0.30
Sodio % 0.20 0.15
Minerales traza
Cobre mg 8 8
Yodo mg 0.35 0.35
Fiemo mg 80 80
Manganseso mg 60 60
Selenio myg 0.15 0.15
Zinc mg 40 40

1.4.5 VITAMINAS

Las vitaminas se pueden dividir en dos grupos: liposolubles € hidrosolubles, sus
funciones incluyen mantenimiento del cuerpo, crecimiento, engorda, reproduccion,
actividad y procesos metabdlicos tales como digestion, absorcion y excrecién. La
carencia de una vitamina produce sintomas de deficiencias caracteristicas y la
mayoria de ias vitaminas sirven como parte de sistemas enzimaticos que catalizan
reacciones bioquimicas especificas que ocurren en diferantes células.

Todas las vitaminas deben proporcionarse en la dieta, por lo menos en las
cantidades minimas. En la Tabla 3 se presentan las necesidades establecidas por

el NRC (1994).

14



Tabla 3.
Necesidades de vitaminas exprasadas en porcentaje o mg/kg de dleta (NRC, 1994).

Vitaminas liposolubles Unidad 0-3 semanas 3-6 semanas
v A u 1500 1500
D uIP 200 200
E Ul 10 10
K mg 0.50 0.50
Vitaminas hidrosolubles Unidad 0-3 semanas 3-6 semanas
By2 mg 0.01 0.01
Biotina mg 0.15 0.15
Colina mg 1300 1000
Félico mg 0.55 0.55
Niacina mg 35 30
Acido pantoténico mg 10 10
Piridoxina mg 3.50 3.50
Riboflavina mg 360 360
v Tiamina mg 1.80 1.80

1.4.6 PROCESO DE DIGESTION EN AVES

La digestién es el proceso de degradacion de moléculas grandes y comptlejas,
tal y como se proporcionan en el alimento del ave, en componentes més pequefios
que puedan ser absorbidos hacia el sistema circulatorio portal. El proceso
involucra cambios en las estructuras tanto fisicas, como quimicas, de la mayoria
de los componentes de la dieta. Los alimentos avicolas consisten de una serie
compleja de particulas que difieren no sdlo en su composicidn quimica sino
- también en tamario, dureza, solubilidad y caracteristicas iénicas. Bajo condiciones
ideales, esta serie de particulas y sustancias quimicas con distintas caracteristicas

se degradan lentamente pasc a paso conforme el alimento pasa del pico hasta el
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intestino grueso. La absorcién de péptidos es muy rapida en el yeyuno, mientras
que la absorcion de aminoacidos es mas rapida en el ileon (Crampton, 1972).

La ruptura de las particulas es un proceso constante, aunque la molleja
proporciona el lugar principal para esta actividad, las enzimas son en gran parte
responsables de la degradacién molecular y un factor muy importante es el pH ya
gue influye enormemente sobre su eficacia. Parece poco probable que la digestion
por debajo del nivel dptimo de cualquier nutrimento sea causada por una faita de
disponibilidad de la enzima; sin embargo existe preocupacion acerca de la
cantidad de enzimas que se producen en las aves muy jovenes, y esto se vuelve
de importancia conforme disminuye la edad normal de mercado para las aves de
engorda, aumentando asi el tempo proporcional de 1a capacidad digestiva juvenil.

Cuando la digestion se reduce, habra un cracimiento reducido del ave o un
aumento en el consumo de alimento (Leeson, 2003); sin embargo parece existir
un aumento en la actividad enzimatica conforme el ave envejece, ya que se ha
encontrado que la actividad de la tripsina en el contenido intestinal aumenta
alrededor de diez veces hasta los 30 dias de edad y que al primer dia existe solo
una actividad de tripsina de 2-4 unidades/g de contenide intestinal (Nir et al.

(1993).

1.4.7 LOS RANGOS NORMALES DE LA DIGESTIBILIDAD DE PROTEINAS

Los ingredientes para alimentos balanceados cominmente usados en las dietas
para aves varian ampliamente en cuanto a contenido y digestibilidad de proteina.
También existe una variancia significativa an los valores reportados para la

digestibilidad de las proteinas del mismo alimento balanceado. Los distintos
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factores, tales como la variedad de la planta y las condiciones de la fuente y el
procesamiento en e! caso de los alimentos balanceados, son probablemente las
causas de la variacién. La Tabla 4 muestra los contenidos promedio de proteina
cruda y los rangos de digestibilidades para proteinas y ciertos aminogcidos en
algunos alimentos balanceados comunes.

Tabla 4.
Contenido normal de proteina cruda y digestibliidad de las materias primas avicolas
comunes (Leeson, 2003) in vivo.

Proteina Digestibifidad (%)

Materlas primas % Proteina cruda Lis Met Cis
Maiz amarillo 8 82-86 81 =k 85
Trigo 12 78-82 81 87 87
Cebada 10 7082 78 79 81
Sorgo 10 67 -72 78 89 83
Harina de mani
(cacahuate) 49 88 - 91 83 88 78
Harina de soya 46 83 -87 91 92 82
Harina de semilla de
algodén | 43 61-76 67 73 73

;

1.4.8 CAUSAS DE LA REDUCCION EN DIGESTIBILIDAD DE PROTEINA

a) Factores antinutricionales

Algunas materias primas para alimentos balanceados que se usan comunmente
en las dietas para aves contienen factores antinutricionales que reducen de
manera significativa su valor nutricio. En la mayoria de los casos el efecto de
estos se ve reflejado en una reduccion de la digestibilidad de la proteina (Liener,

1980).
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Es bien sabido gque la alimentacién con soya cruda causa una disminucién en el
crecimiento, baja eficiencia del alimento y el agrandamiento del pancreas en
poliitos jovenes (Chubb, 1982). Estos afectos se deben a los inhibidores de
tripsina presentes en la soya (Zhang y Parsons, 1993). Estos factores
antinutricionales inhiben la actividad de la enzima proteolitica tripsina, lo que
produce menor actividad de otras enzimas proteoliticas que requieren de la
tripsina para su activacion. La disminucién en el crecimiento de los pollitos se
debe a la lenta liberacién de todos los aminoacidos esenciales por las enzimas

proteoliticas en presencia de los inhibidores de tripsina (Chubb, 1982).

b) Los efectos del procesamiento

El exceso de calor aplicade durante el procesamiento puede dastruir o disminuir
la biodisponibilidad de ciertos amincécidos sensibles al calor y asi reducir
enormemente el valor nutricio de dichos ingredientes del alimento
balanceado. Esto puede suceder debido a una temperatura de procesamiento muy
alla 0 a un periodo prolongado de procesamiento, 0 a ambos. Muchos de los
efectos negativos del sobrecalentamiento resultan en una menor calidad de la
proteina y la disminucion en la digestibilidad de los amincacidos (Parsons ef al., |

1991).

¢) Contenido de fibra

El efecto principal de la fibra consiste en incrementar la pérdida de aminoacidos
enddégenos por descamacién de células de la mucosa intestinal y elevando la

produccién de moco.
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1.5 BIOENSAYOS NUTRITIVOS

La estimacién quimica de la calidad de un alimento o dieta es muy datil y
constituye la base de la mayoria de las evaluaciones rutinarias; sin embargo no
siempre puede predecir la verdadera biodisponibilidad de los nutrimentos es
decir, normalmente la evaluacién guimica no considera la pérdida de
nutrimentos a causa de una deficiente absorcion ¢ del catabolismo por lo que es
necesaric hacer una evaluacién de la respuesta biol6gica en animales de
experimentacién y de esta manera obtener la verdadera estimacion de la
calidad nutricia del alimento o dieta en estudio.

Con respecto a las pruebas bioldgicas o bioensayos es necesario contar con
animales que cumplan los siguientes requisitos: deben ser animales totalmente
sanos, todos deben ser de la misma cepa, el rango en el peso del lote debe ser el
recomendado y de preferencia del mismo sexa. Ademas se debe contar con un
espacio e infraestructura adecuada para tenerlos en condiciones que permitan
el pleno desarrollo durante el tiempo de experimentacion; el factor mas importante
en los bioensayos nutricimentales es el tipo de dieta que se suministre y la
seleccion de ésta dependerd dsl objetivo del experimento, pero se recomienda
que las dietas para los animales de laboralorio contengan aproximadamente 50

nutrimentos en un balance adecuado (National Research Council, 1977).

1.5.1 METODOS PARA DETERMINAR LA CALIDAD DE LA PROTEINA

Existen diversos métodos para evaluar la caiidad de las proteinas, sin
embargo, la eleccidn de uno u otro dependera del propdsito de la prueba bioldgica

y que informacién se desea cobtener (Pellet, P. and Young, V,1980).
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- Métodos basados en |a variacion de pesa.
- Métodos basados en la retencién de nitrégeno.

- Métodos basados en la digestibilidad de los aminoacidos.

1.5.2 RELACION DE EFICIENCIA PROTEINICA (REP)

En 1919 Osborne, Mendel y Ferry introdujeron ef concepto de la REP, el cual
es quiza el método mas utilizado para la evaluacién de una fuente de proteina en
animales de laboratorio y se define como la ganancia en peso por gramo de
proteina ingerida:

Ganancia en peso
REP =

Proteina ingerida
Este parametro es usual en la experimentacion con roedores, aunque a ultimas
fechas ha sido utilizado en experimentacién avicola sin que las condiciones del
método sean modificadas (Trevifio J. et al. 2000), es decir la dieta con la fuente
de proteina experimental debe cubrir las necesidades del animal y debe ajustarse
a una dieta de referencia, en el caso de los pollos de engorda se tienen bien
establecidos los requerimientas del ave en el Nutrient Requirements of Poultry

y la dieta de referencia esta hecha a base de pasta de soya.

1.5.3 CONVERSION ALIMENTICIA

La conversion alimenticia (CA) es una medida de la productividad de un animal
y se define como la relacién entre el alimento que consume con el peso que gana.

Alimento consumido
CA=

Ganancia en peso
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factores, tales como la variedad de la planta y las condiciones de la fuente y el

procesamiento en el caso de los alimentos balanceados, son probablemente las

causas de la varacién. La Tabla 4 muestra los contenidos promedio de proteina

cruda y los rangos de digestibilidades para proteinas y ciertos aminodcidos en

algunos alimentos balanceados comuneas.

Contenido normal de proteina cruda y digestibiiidad de Ias materias primas avicolas

comunes (Leeson, 2003} in viva.

Tabla 4.

Proteina

Digestibilidad (%)

Materias primas % Proteina cruda Lis Met Cis
Maiz amarillo 8 B82-86 81 81 85
Trigo 12 78 - 82 81 87 87
Cebada 10 70 -82 78 79 81
Sorgo 10 67-72 78 89 83
Harina de mani
(cacahuate) 49 88-91 83 88 78
Harina de soya 46 83-87 91 92 82
Harina de semilla de 43 61-76 67 73 73
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1.4.8 CAUSAS DE LA REDUCCION EN DIGESTIBILIDAD DE PROTEINA

a) Factores antinutricionales

Algunas materias primas para alimentos balanceados que se usan comunmente

en las dietas para aves contienen factores antinutricionales que reducen de

manera significativa su valor nutricio. En la mayoria de los casos el efecto de

estos se ve reflejado en una reduccién de la digestibilidad de la proteina (Liener,

1980).
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Es bien sabido que la alimentacion con soya cruda causa una disminucion en el
crecimiento, baja eficiencia del alimento y el agrandamiento del pancreas en
pollitos jovenes (Chubb, 1982). Estos efectos se deben a los inhibidores de
tripsina presentes en la soya (Zhang y Parsons, 1993). Estos factores
antinutricionales inhiben la actividad de la enzima proteolitica tripsina, lo que
produce menor actividad de otras enzimas proteoliticas que requieren de la
tripsina para su activacion. La disminucién en el crecimiento de los poliitos se
debe a la lenta liberacion de todos los aminoéacidos esenciales por las enzimas

proteoliticas en presencia de los inhibidores de tripsina {Chubb, 1982).

b) Los efectos del procesamlento

El excaso de calor aplicado durante ef procesamiento puede destruir o disminuir
la biodisponibilidad de ciertos aminoacidos sensibles al calor y asi reducir
enormemente el valor nutricio de dichos ingredientes del alimento
balanceado. Esto puede suceder debido a una temperatura de procesamiento muy
alta o a un periodo prolongade de procesamiento, 0 a ambos. Muchos de los
efectos negativos del sobrecalentamiento resuitan en una menor calidad de la
proteina y la disminucidn en la digestibilidad de los aminoacidos {Parsons et al., |

1991).

c) Contenido de fibra

El efecto principal ds |a fibra consiste en incrementar la pérdida de aminoacidos
endégenos por descamacion de células de la mucosa intestinal y elevando la

produccién de moco.

18



1.5 BIOENSAYOS NUTRITIVOS

La estimacién quimica de la calidad de un alimento o dieta es muy util y
constituye la base de la mayoria de las evaluaciones rutinarias; sin embargo no
siempre puede predecir la verdadera biodisponibilidad de los nutrimentos es
decir, normalmente la evaluacién quimica no considera la pérdida de
nutrimentos a causa de una deficiente absorcion o del catabolismo por lo gue es
necesario hacer una evaluacién de la respuesta biolégica en animales de
experimentacién y de esta manera obtener la verdadera estimacion de la
calidad nutricia del alimento o dieta en estudio.

Con respecto a las pruebas biclégicas o bioensayos es necesario contar con
animales que cumplan los siguientes requisitos: deben ser animales totalmente
sanos, todas deben ser de la misma cepa, el rango en el peso del lote debe ser el
recomendado vy de preferencia del mismo sexo. Ademas se debe contar con un
espacio e infraestructura adecuada para tenerlos en condiciones due permitan
el pleno desarrollo durante el tiempo de experimentacién; el factor mas importante
en los bioensayos nutricimentales es el tipo de dieta que se suminisire y la
seleccion de ésta dependera del objetivo del experimento, pero se recomienda
que las dietas para los animales de laboratorio contengan aproximadamente 50

nutrimentos en un balance adecuado (NationaI'Research Council, 1977).

1.5.1 METODOS PARA DETERMINAR LA CALIDAD DE LA PROTEINA

Existen diversos métodos para evaluar la calidad de las proteinas, sin
embargo, la eleccidn de uno u otro dependera del propésito de la prueba bioldgica

y que informacién se desea obtener (Pellet, P. and Young, V,1980).

19



- Msétodos basados en la variacién de peso.
- Métodos basados en la retencién de nitrégeno.

- Métodos basados en la digestibilidad de los aminoacidos.

1.5.2 RELACION DE EFICIENCIA PROTEIMCA (REP)

En 1919 Osbome, Mendel y Ferry introdujeron el concepto de la REP, el cual
es quizd el método mas utilizado para la evaluacién de una fusnte de proteina en
animales de laboratorio y se define como la ganancia en peso por gramo de
proteina ingerida:

Ganantia en peso
REP =

Froteina ingerida
Este parametro es usual en la experimentacion con roedores, aungue a ultimas
fechas ha sido utilizado en experimentacion avicola sin que las condiciones del
metodo sean modificadas {Trevifio J. et al. 2000), es decir la dieta con la fuente
de proteina experimental debe cubrir las necesidades del animal y debe ajustarse
a una dieta de referencia, en el caso de los pollos de engorda se tienen bien
establecidos los requerimientos del ave en el Nutrient Requirements of Poultry

y |la dieta de referencia esta hecha a base de pasta de soya.

1.5.3 CONVERSION ALIMENTICIA

La conversion alimenticia (CA) es una medida de la productividad de un animal
y se define como la relacién entre el alimento que consume con el peso que gana.

Alimento consumido
CA =

Ganancia en peso

20



En cuanto menor sea la conversidn mas eficiente es el animal. Los pollos
conviertan el alimento en carne muy eficientemente, y es posible lograr valores de
1.80 a 1.90 a la sexta semana de edad. La clave para conseguir una buena
conversion alimenticia es comprender bien los factores basicos que la afectan y
adoptar métodos de manejo que optimicen esos factores {Michael P. ot al. 2001).

Los factores gue afectan la conversidn alimenticia son los siguientes:

Temperatura

Es probablemente, el factor mas imporlante que influye en la conversion
alimenticia ya que las aves san homeotermos (de sangre calisnie), lo que guiere
decir que mantienen constante la temperatura corporal sea cual sea la
temperatura ambiental. Las temperaturas éptimas permiten a los pollos utilizar los
nutrimentos para engordar en lugar de regular su temperatura. La Tabla 5 muastra

la temperatura ambiental ideal para promover la conversién alimenticia.

Tabfa &.
Temperatura amblemtal ldeal para promover fa conversién alimenticfa.

Edad Temparatura
(semanas) (°C)
1 34
2 31
3 26
4 26
5 23
6 20

Los pollos consumen menos alimento y lo convierte con menos eficiencia cuando

la temperatura ambiental es muy alta.
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Ventitacion

La ventilacion y la temperatura estan interrelacionadas. Bajo la mayoria de las
condiciones, el aumento de ventilacién reduce la temperatura del galpon. El aire
fresco y limpio es tan importante para los pollos en crecimiento como el alimento y
el agua fresca. El amoniaco y otros gases toxicos procedentes de la pollinaza se
acumulan en los galpones mal ventiladas y diversos estudios han demostrado que
la conversién alimenticia puede verse afectada en forma adversa (de cuatro a
siete puntos) por niveles de amoniaco superiores a 25 partes por millon (este nivel

es apenas perceptible al olfato humano).

Calidad del alimento

La dieta que consume el polio tiene mucha influencia sobre la conversion
alimenticia por o que el alimentc debe mantener su calidad una vez que se pone
en los comederos, por lo que debe cuidarse de la oxidacion, del moho y las

contaminaciones (moscas, plumas, pollinaza, stc).

Calidad del agua

El agua es el nutrimento mas importante para cualquier animal; por [o tanto, es
importante para la obtencidn de una buena conversion alimenticia que el agua
esté limpia y fresca por lo que es necesario el aseo diario de los bebederos para

avitar estancamiento.
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Enfermedades y medicacion

La salud general de todo el grupo influye sobre la conversion alimenticia. Ya
que los pallos enfermos no progresan bien y el alimento suministrado se
desperdicia, por lo que estos animales deben ser eliminados. Las vacunas y
medicamentos deben usarse con cuidado porque las reacciones gue produce una
administracién incorrecta pueden afectar adversamente la ganancia de peso y ia

conversian.

1.5.4 DIGESTIBILIDAD

El término digestibilidad se asocia estrechamente con la disponibilidad y a
veces se usan como sindnimos; se define como la diferencia entre los
aminoacidos consumidos y los aminoacidos excretados. Digestibilidad y
disponibilidad pueden no ser exactamente lo mismo, ya que algunos aminodcidos
complejos pueden ser absorbidos pero no estar disponibles para la sintesis
proteinica.

La concentracion de aminoacidos digestibles en los alimentos a menudo es
sustancialmente menor que la concentracion de aminoacidos totales
determinados (Parson, 1991).

Para calcular la digestibilidad, se requiere conocer el contenido de nitrégeno de
las heces (NF), pero ademas, es necesario contar con el nitrégeno ingerido
durante el mismo periodo {NI). Lo anterior es relativamente facil de obtener, ya
que conociendo la concentracion de proteina en la dieta y la cantidad consumida
en dicho periodo se podra obtener el nitrégenc ingerido (N1).

La férmula para calcular la digestibilidad in vivo es la siguiente:
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NI - NF
D= X 100
NI

Estrictamente la anterior formula corresponde a la digestibilidad aparente, la
cual no considera el nitrdgenc facal metabdlico (dieta libre de nitrégeno) ya gque
de considerarlo se obtendria la digestibilidad verdadera. En la experimentacion
con aves se ha establecido como una prusba convencional, la medicion de la
digestibilidad de aminoacidos; sin embargo es valido expresar la digestibilidad de

la proteina cruda ingerida (Leeson, 2003). .

1.6 UTILIZACION DE ENZIMAS EN DIETAS PARA AVES

La adicién de enzimas en la industria de los alimentos balanceados en México
se inicié en los ultimos 25 afos, mediante el empleo de B-glucanasas en dietas
basadas en cebada, recientemente se han producido a escala industrial varias
enzimas de utilidad préctica en ia alimentacion animal, entre estas enzimas se
encuentran: las amilasas, proteasas, arabinoxilanasas, lipasas y fitasas. Las
enzimas son catalizadores de los sistemas biocldgicos y son moléculas que
determinan la pauta de las transformaciones quimicas. Sin las enzimas los
alimentos no pueden ser digeridos y las reacciones bioldgicas no podrian llevarse
a acabo.

En el mercado existen 2 tipos de presentacion fisica de enzimas: una en forma
granulada que resiste hasta 9 meses de almacenamiento y temperaturas de hasta

85°C, temperatura a la cual se peletizan los alimentos y la presentacion liquida, la
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cual es mas sensible a los factores antes mencionados por lo que se recomienda
su uso después del proceso de la peletizacion.

Cominmente las dietas para polios de engorda que se elaboran en México
estdn hechas a base de pasta de soya la cual contiene residuos de inhibidores
de tripsina y lectinas que no son totaimente eliminados en el procesamiento por
calor y que producen efectos antinutricionales, ademas de reducir la calidad de la
proteina; es por ello que se ha hecho uso de enzimas de microorganismos que
contienen proteasas y que son una altemativa o complemento al tratamiento por
calor que se realiza a la soya, disminuyendo o eliminando de esta manera el
efecto antinutricional de los inhibidores de tripsina y lectinas.

Recientemente un producto comercial enzimatico {lamado AVIZIME® (Finnfeeds
Internacional Ltd) fue formulado para ser utilizado en dietas avicolas, contiene
xilanasas, o - arabinosidasas, amilasas y proteasas; dicho producto adn esta
siendo probado en las dietas de pollos de engorda, pero los resultados que sean
han obtenido hasta ahora han sido muy satisfactorios para el comportamiento

productivo (Feed Enzymas, Technical Support Manual}.
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2. OBJETIVO GENERAL
Realizar la valoracion nutricia de 1a fraccidn proteinica de la semilla de Colorin
(Erythrina americana) destoxificada, para proponerla como una nueva fuente de

proteina en la alimentacién de animales de granja (aves domésticas).

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES:
e Determiner algunos parametros fisicos en la semilla de Colorin para una
identificacion rapida y su comparacion con lotes estudiados anteriormente.
e Separar la fraccién lipidica de la semilla fraccionada; asi como la
eliminacién de los alcaloides.
e Tamizar el material destoxificado, para eliminar ia fraccién con mayor
contenido de pericarpio.
e Determinar en el material destoxificado y tamizado, el nivel de
alcatoides e inhibidores de tripsina residuales.
« Realizar el andlisis proximal en el material destoxificado.
e Preparar dietas isoproteinicas, isoenergéticas y complementadas con
los aminoacidos deficientes para la evaluacién nutricia de la fraccién

proteinica en pollos de engorda.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

A continuacién se muestra la metodologia seguida en este estudio.

Flgura 1. Disgrama del desarollo experimental.

+

PARMIGTROS ANCOS

I

DESENGRABADO
{con hexano}
GRAZA CRUDA
rEXTmON DE ALCALOIDES l

i

TFOXICOLOGLA
ANALITICA
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3.1 RECOLECCION DE MATERIA PRIMA

Las semillas de Colorin {Erythrina americana) se recolectaron de arboles
localizados en la zona sur de la Ciudad de México especificamente dentro de
Ciudad Universitaria; cabe sefialar que la parte de las semillas. recolactadas se
adquirieron de los &rboles localizados en la Facultad de Quimica los cuales han
sido caracterizados botanicamente en el Herbario del Colegio de Postgraduados,
Montecillo, Estado de México (Garcia — Mateos et al, 1996).

Las semillas recolectadas se seleccionaron para eliminar cualquier material
extrafio, asi como aquellas dafadas fisica o biclégicamente; se guardaron en un
recipiente de pléstico adecuadamente etiguetado con la fecha de recoleccion y sl

peso total de la muestra.

3.2 PARAMETROS FISICOS

Se determinaron algunos parametros fisicos como  dimensiones, peso
nectolitrico y peso unitario, con la finalidad de poder comparar ios resuitados del
presente trabajo con estudios anteriores de esta misma especie. y ver si s trata
de la misma variedad; asi como poder hacer una répida identificacion para

adquisiciones posteriores (Moreno, 1984; Makkar et al, 1998).

Material

- 1ragla de plastico (30cm) escala minima 1mm
- 1Vernier

- 1probeta de 1L

- 1 probeta de 100ml
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Procedimiento
Peso hectolitrico:

Se seleccionaron semillas aleatoriamente y se colocaron dentro de una probeta
de 100ml hasta alcanzar el aforo, para ello se dejo caer el granc limpio
libremente , desde una altura de 30cm, hasta llegar a la marca del aforo se pesé
el grano en gramos; se obtiene el peso hectolitrico haciendo la conversion

correspondiente (Kg/100L). Se reporta con un decimal.

Peso unitano
Se introdujeron las semillas a una probeta de 100ml hasta el aforg, se pesd sl
grano y se contd el nimero de semillas que se introdujeron en la probeta y se

determiné el peso promedio. Cada determinacion se efectud por triplicado

Dimensiones
Se realizd una evaluacion de la forma de las semillas, para ello se tomaron 10
semillas y se determiné largo, ancho y grosor, también se realizo una descripcion
de tas mismas, evaluando el color y aspecto general.
Peso hectolitrico = Peso de semillas en g equivalente a _kg
100m! 100L

Peso unitario = Peso de semillas contenidas en la probeta de 100ml
NuUmero de semillas
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3.3 FRACCIONAMIENTO

Las semillas de Colorin tienen un tegumento o epispermo duro e impermeable
(Flores Valle, 2003) por lo cual es necesario fragmentar el grano para asi facilitar
la extraccion de la grasa y de los alcaloides (destoxificacion) con el disolvente

apropiado para cada uno.

Material

: Molino Thomas Willey, Modslo 4
- Malla de didmetro 4mm

* Vaso contenedor

- Balanza granataria

Procedimiento
Se realizo una molienda gruesa, con el Molino Thomas Wiiley, Modelo 4,
utilizando una malla de didmetrc 4mm. Se recolectd la harina obtenida en un

recipiente, se pesd y atiqueté adecuadamente.

3.4 DESENGRASADO.

Fundamento: La grasa es soluble en disolventes orgénicos y la grasa presente
en la muestra tiene una alta solubilidad en hexano por lo que al estar en contacto
con este disolvente la grasa es extraida dando como resultado una harina

desengrasada (Nolasco, 1987)
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Material/ Reactivos

- Equipo de extraccion tipo Soxhlet (Figura2)
- Matraz bola de 3L

- Refrigerante

+ 2 Mangueras de latex

- Hexano

- Guantes de latex

- Papel fittro

- 1 Charola de aluminio

Procedimiento

Colocar de 1.5 -1.7kg de muestra fraccionada en la calceta (a) e introducirla
en el tubo contenedor (b) cerrar perfectamente la tapa del contenedor y colocar
un trapo humedo sobre la tapa para evitar escape de disolvente {¢).Colocar grasa
de silicon en las juntas del material esmerilado, cubrir las manos con guantes y
agregar el hexano al matraz de bola hasta la mitad de su capacidad (d) no olvidar
agregar perlas de ebullicidén, colocar encima del matraz el refrigerante (e} y
finalmente introducir en matraz dentro de una canastilla de calentamiento ,
verificar que todo el eguipo quede perfectamente nivelado y asegurado(Figura 2)
para evitar derrame de disolvente, conectar las mangueras de entrada y salida de
agua del refrigerante y encender la canastilla de calentamiento a 60 — B85 °C. El
aparato debe hacer descarga de disolvente aproximadamente cada 30minutos.
Cambiar el disolverte del matraz periédicamente para evitar la saturacion.

Después de 6 horas de funcionamiento continuo realizar la prueba de papel filtro
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que consiste en tomar una muestra de harina del contenedor impregnada de
disolvenie y colocarla sobre un papel filtro, dejar que se evapore el hexano y
retirar la harina, si sobre el papel filtro nc se observa una mancha de grasa se
considera gue la muestra esta desengrasada en caso contrario se continuara con
el proceso de desengrasado por 2horas mas o hasta que la prueba del papel fiitro
sea negativa.

Terminado el tiempo de desengrasado desmontar el equipo y colocar la harina
sobre una charola de aluminio, y llevaria a la campana de extraccidn para la
completa evaporacion del disolvente.Cuando ya no sea perceptible el olor a

disolvante, colocar la harina en un recipiente adecuado y etiquetado.

Figura 2. Equipo tipo Soxhlet utilizado para desangrasar la harina de Colorin.{a)Calceta (b)
Recipiente contenedor (¢) Tapa del contenedor (d} Matraz bola { e JRefrigerante, {f} Canastilla

de calentamiento.
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3.5 EXTRACCION DE ALCALOIDES CON METANOL.

Fundamento: Las semillas secas de Erythrina americana presentan un alto
contenido de alcaloides, aproximadamente 1% (Garcia — Mateos et al , 1996) por
1o cual es necesario su destoxificacion; para ello se realizo una extraccian de los
alcaloides presentes en la muestra con metancl debido a que los alcaloides tienen

alta solubilidad en este disolvente (Jiménez L.V 1984).

Material/ Reactivos

- Rotavapor BUCHI Modelo R -187, Capacidad 12L (Figura 3).
- Metanol Q.P

- Guantes de latex

- Mangueras de latex

* Embudo

- Papel filtro

- Papel filtra Whatman # 1

Procedimiento
Colocar la proporcion 1.4 de muestra: disolvente es decir 1.0 kg de harina y 4L
de metanol en el matraz del rotavapor inmediatamente después colocar el matraz
en el aparato y asegurarlo (Figura. 3), esperar a que la temperatura del bafio del
rotavapor sea de 64 a 65°C y bajar el matraz hasta que el nivel de agua lo cubra.
Encender la rotacion hasta el nimero 7 y regular la ebullicién dentro del matraz
conectando la bomba de vacio, Mantener el refrigerante frio con la entrada y

salida de agua helada.
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Cambiar el disolvente cada 30 minutes durante las primeras 3 extracciones y
posteriormente cambiarlo cada hara en las siguientes 3 para ello es necesario que
cubra sus manos y vacié el disolvente con alcaloides en un recipiente adecuado
con la ayuda de un embudo y papel de fittracion rapida.

Después de la extraccién ndmero 5 tomar una muestra del matraz vy filtrar con
papel Whatman #1 y realizar la prueba cualitativa de alcaloides (Seccion 2.6). Se
considera la muestra destoxificada hasta que la prueba cualitativa de alcaloides en
la muestra sea negativa para los siguientes reactivos Wagner, Dragendorff vy

Mayer. La semilla de Colerin cumple esto ultimo hasta la sexta extraccién.

Figura 3. Equipo utllizado en el proceso de destoxificacién de la harina de semillas de

Coloarin.
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3.6 PRUEBA CUALITATIVA DE ALCALOIDES

Fundamento: Los alcaloides tienen propiedades bésicas por lo que despues de
la extraccién de los mismos con metanol y la posterior acidificacién es posible
obtener las sales las cuales al reaccionar con algunos de los reactivos mas
sensibles para la deteccién de alcaloides se puede obtener una estimacion de la

concentracion de los mismos (Martello and Famsworth,1962).

Material/Reactivos

- Parrilla de agitacion CORNING Mod. PC-351
- Rotavapor marca BUCHI Mod.R.

- Papel filtro Whatman #1

« Matraz bola 100ml

- Metanol R.A

- Acido clorhidrico 1%

- Reactivo de Mayer (1)

- Reactivo de Wagner (2)

- Reactivo de Dragendorff (3)

-Reactivo de Mayer: Se disuelven 1.36g de HgClz en 60ml de agua y 5.0g de Kl en

10ml de agua. Se juntan las dos soluciones y se aforan a 100ml con agua destilada.

.Reactivo de Wagner. Se disuelven 1.27g de yodo (resublimado) y 2g de yoduro de

potasio en 20ml de agua; la solucién se afora a 100mi con agua destilada.
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-Reactivo de Dragendorff. Se disuelven 8g de nitrato de bismuto pentahidratado en
20ml de &cido nitrico (densidad 1.18 o sea el 30%) y 27.2g de Kl en 50ml de agua.
Se mezclan las 2 soluciones y se dejan en reposo durante 24 horas. Se decanta la

solucion y se afora con agua a 100ml.

Procedimiento

Obtener del matraz en donde se lleva a cabo el proceso de destoxificacion una
alicucta del sobrenadante del extracto metandlico, aproximadamente 40ml, evaporar
el disolventa en el rotavapor 'a una temperatura de 65° C hasta sequedad,
resuspender el residuo agregando 2ml de metanol R.A, y posteriormente adicionar
12ml HCl 1%. Si se observa precipitacién o particulas suspendidas filtrar en papel
Whatman # 1; tomar 3 alicuotas de 0.5mi del filtrado y colocario en tubos de
ensayo, agregar 2 gotas del reactivo correspondiente y cobservar si praesenta
precipitado (prueba positiva), Mayer (precipitado blanco), Wagner (precipitado

marrén) y Dragendorff (precipitado marrén).

3.7 TAMIZADO

Fundamento: La diferencia en el tamafic de particulas en la harina hace posible su
paso por tamices de distinta apertura; quedando en las fracciones mas gruesas la
mayor cantidad de pericarpio que esta constituido principaimente por to que se

denomina fibra cruda.

Material

- Tamices No.10,14,20,25,30,40,50,y60
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Dimensiones dse los tamices utilizados.

Tamiz No Abertura en pulgadas Abertura en milimetros

10 0.0787 2

14 0.0555 1.40
20 0.0331 0.85
25 0.0278 0.710
30 0.0234 0.600
40 0.0165 0.425
50 0.0117 0.200
60 0.0098 0.250

Colocar los tamices en forma ascendente y agregar la muestra scbre el tamiz
No.10, colocar la tapa sobre este y colocar la columna de tamices en el tamizador
durante 15 minutos. Colectar las diferentes fracciones, se elimina la fraccién
correspondiente a la malla que retiene en su mayoria pericarpio (malla 10 y 14) y

las fracciones restantes se mezclan.

3.8 MOLIENDA FINA

Fundamento: El tamafio de particula en las determinaciones quimica y analiticas es
muy importante, va que influye directamente sobre la variacion y precision del
método, asi como en la validez de los resultados; si la muestra no es homogénea ni
tiene el tamario de particula adecuada se corre el riesgo de no tomar una muestra

representativa del lote por lo que los resuitados son emroneos.

Material

Molino marca Cyclone, Modelo C5M564026

Malla de 0.5mm
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Procedimiento

Tomar una muesira representativa del lote, para lo cual se debe muestrear abajo,
parte central y superior del recipiente en donde se encuentra el material. Después de
obtener la muestra pasarla a tr‘avés del molino y realizar las dsterminacionas

siguientes.

3.9 TOXIOLOGIA ANALITICA

Esta parie se refiere a et seguimiento de los principales factores téxicos de la
semilla de Colorin, como son los alcaloides y los inhibidores de tripsina, ya que de
trabajos previos se reporta una concentracién alta de estos factores tdxicos
{Guerrero, 1984; Kakade et al, 1974; Sotelo and Lucas, 1998; Moreno, 2001), sin
embargo después del proceso de destoxificacién se espera que el nive! de estos

disminuya por lo que es necesaria su cuantificacion.

3.9.1 DETERMINACION CUANTITATIVA DE ALCALOIDES.

Fundamento: Debido a las propiedades acido-basicas que presentan los alcaloides,
es posible su cuantificacion, Para ello es necesaria la extraccion de los alcaloides de
la muestra con solventes organicos y su acidificacién para hacer una microtitulacién

analitica acido — base con NaOH (Moreno, 2001}).

Material/Reactivos
- Embudo de separacién de 125ml
* Parrilla de agitacion CORNING Mod. PC-351

- Papel filtro Whatman #1
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« Matraces bola de 100ml

- Metanol R.A

- Amoniaco concentrado 30%
Cloroformo R A

* Etanol R.A

- Sulfato de sodio anhidro

- Solucién de sulfato de sodio saturada
* Rojo de metilo (1%)

-NaOH 0.1N

- Acido sulfirico 0.01N

- Mezcla cloroformo — etanol (3:2 viv).

Procedimiento

Se pesan 5 g de muestra previamente desengrasada y se colocan en un matraz
40mL de metanol, se dejan en agitacién toda la noche a temperatura ambiente,
después de este tiempo, se colocan en un bafio a 4612°C con agitacion constante
durante 4 horas. Terminado el tiempo de agitacion la mezcla es filtrada con papel
Whatman #52, vy el residuo se lava con 20mL de metanol, se evapora el disolvente
en un rotavapor a 60°C, se resuspende el residuo con 2mL de metanol y se le
adicionan 12mL de HCI 1% se coloca en un vaso de precipitados, el matraz bola se
tava con 8mL de HCI 1% y se adiciona al resto. Esta solucion se alcaliniza llevandoc a
un pH de 9.5+0.2 con NH4 OH concentrado. Se pasa a un embudo de separacion y
se extrae con tres porciones de cloroformo de 20mL cada una. Se racupera la fase

argénica (inferior)(A) y a la fase acuosa se le mide el volumen, y se le agrega el
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mismo volumen medido de una solucién saturada de sulfato de sodio, se extrae con
tres porciones de la mezcla cloroformo —etanol de 20mL cada una .Ser recupera la
fase organica y se junta con la anterior (A), se pasan a un embudo de separacion y
se le adiciona 10mi de una solucion saturada de sulfato de sodio, se recibe la fase
orgénica en un vaso que contenga 5g de sulfato de sodio anhidro y por decantacion
se pasa la fase organica a un matraz bola, se evapora a sequedad el disolvente y al
residuo se le adicionan 10mL de acido sulfirico 0.01N con pipeta volumétrica, se
homoageneiza y se lava con 10mL de agua desionizada, se adicionan 5 gotas de rojo

de metilo al 0.1% y se realiza una micro titulacién con NaOH 0.1N

mg. de alcaloide/g de muestra = (A-B)*N*meq *1000
g.muestra
A= mL de NaOH 0.1N gastados por el blanco
B=mL de NaOH 0.1N gastados por la muestra
N= Normalidad 0.1N
meq= 0.293 ( Dos moléculas de alcaloide referidas a la § - eritroidina ( PM:293 )
reaccionan con una molécula de H2SO, en medio acuoso, formandose la sal
correspondiente del alcaloide.

3.9.2 INHIBIDORES DE TRIPSINA

Fundamento: La técnica se basa en poner en contacto el extracto acuoso de una
muestra con una solucion estandar de tripsina , posteriormente se determina si hay
actividad proteolitica remanente mediante el uso de un sustrato sintético (BAPNA)
el cual produciré una coloracién . Dicha coloracion sera inversamente proporcional al

contenido de inhibidores (Kakade, et al. 1974)
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Material/Reactivos

- Barto Maria GRNT Mod. SE10

- Potenciometro CORNING Mod. 10

- Espectrofatometro SEQUOIA TURNER MOD. 340

- Mezclador de tubos LAB —LINE MOD.SUPER MIXER.

‘NaOH 0.1N

-Solucion amortiguadora TRIS 0.05M® pH 8.2

-Solucion BAPNA (Sigma B -4875)")

-Acido acético al 30%

-Solucién estandar de tripsina ( Sigma T- 8253).

- HCI 0.001N

(a) Solucién amortiguadora TRIS (hidroximetil — aminometano): pesar 6.05g de TRIS
y 2.94g de CaCl . H.0 , disolverlos en agua destilada y llevar a un volumen de

900ml , ajustar el pH a 8.2 y aforar a 1000ml.

{b) Solucién BAPNA ( benzoil-arginina-p- nitroanilida); pesar 100mg de BAPNA vy
disolverlos en 2.5ml de dimetil sulfoxide, la disolucién es mas rdpida si se calienta
en un bafio de agua a 37°C , se afora a 250m! con solucion amortiguadora TRIS
previamente calentada a 37°C. Esta solucidn se prepara el mismo dia de su usoy

debe mantenerse a 37°C.

(c) Solucién de tripsina: se pesan con exactitud 4mg de tripsina bovina y se disuslven

an 200 mL de HCI 0.001 N, la concentracion final es de 20 pg de tripsina/mL. Es
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recomendable tener esta solucion en refrigeracion de esta forrna se conservara de

dos a tres semanas sin pérdida apreciable de actividad.

Procedimiento.

Preparacion del extracto acuoso de la muestra: se pesa 1 g de muestra finamente
moalida y desengrasada en un vasc de precipitados, se adicionan 45 mL de NaOH
0.01 N y se procede a ajustar el pH de esta solucién a 9.6 +/- 0.2, se afora a 50 mi
con NaQH 0.01 N, se transvasa el contenido del matraz a un vaso de precipitados y
se pone a agitacidn mecdnica constante durante 2.5 h. a 300 r.p.m. Transcurrido este
tiempo se deja en reposo durante 30 min. y por decantacion se separa el
sobrenadante del residuo insoluble. El sobrenadante debe ser diluido de tal forma
que 1 mL produzca una inhibicion del 40 al 60 %, con esto se logra reducir la
desviacién estandar.

Determinacién de |a actividad: se preparan 10 tubos de ensaye como se muestra
en el cuadro 1 y se agrega la cantidad especificada del extracto diluido o directo por
duplicado y se ajusta el volumen final de cada tubo a 2 mL con agua destilada.
Adicionar a todos los tubos 2 mL de tripsina a 37 °C agitando cada tubo con el
vériex. A los blancos se les adiciona ademés 1 mL de acido acético para detener la
reaccion. Colocar todos los tubos en el bafic de agua a 37 °C y dejar durante 10 min.
para que entren en contacto inhibidor y enzima, A continuacion se adiciona a cada
tubc 5 mb de la solucién de BAPNA a 37 °C y voiver a colocar los tubos en el bafio
de agua por un aspacio de 10 min.

Es importante tener un control estricto del tiempo sobre todo después de adicionar

el BAPNA, por lo cual debe utilizarse un cronémetro.
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Posteriormente se detiene la reaccion enziméatica afadiendo 1mL de acido acético
a cada tubo a excepcion de los blancos a los cuales ya se les habia adicionado.

Es frecuente la formacion de precipitados o el enturbamiento de la mezcla de
reaccion por lo que se deja reposar durante 15 min. y después se filtra a través de
papel de filtracion réapida, el filtrado debera estar trasltcido.

En el siguiente cuadro se muestra en forma esquemética ‘a serie de tubos para

determinar {a actividad inhibitoria.

Tubo mi de ml. de Agua mL de Sol. Esténdar mL de BAPNA mL de Acido
Extracto de Tripsina Acético
B1 18 0.2 2.0 5.0 —
1 1.8 0.2 2.0 5.0 1.0
B2 1.4 06 20 5.0 e
2 1.4 06 2.0 50 1.0
B3 1.0 10 2.0 5.0 —-
3 1.0 1.0 2.0 5.0 1.0
B4 06 14 2.0 50 ——-
4 06 1.4 20 50 1.0
BR 0.0 20 2.0 50 —
R 0.0 2.0 2.0 50 1.0

NOTA: A los blancos, enseguida de adicionar la solucién estandar de tripsina se le
adiciona 1.0 mL de Acido Acético.

La lectura de cada tubo se realizard en el espectrofotémetro a 420 nm; las
determinaciones se realizan tanto en absorbencia comoen % T.
Célculos.

La actividad de los inhibidores de tripsina se expresa en términos de UTI
(Unidades de Tripsina Inhibida), y se a definido una unidad de tripsina como el
incremento de 0.01 unidades de absorbencia a 410 nm por 10 mL de mezcla de

reaccion descritos por Kakade y colaboradoras.
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De acuerdo a la siguiente relacidn se abtienen las siguientes unidades de tripsina
(UT) U.T. = Absorbencia X 100

Una vez que se hayan obtenido las U.T. de cada alicuota del extracto es
conveniente obtener el % de inhibicion tomando como referencia el tubo con 1 mL de
exiracto, para conocer si cae en el rango 40 — 60 % de inhibicion o bien si es
necasario hacsr dilucion.

Para obtener las unidades de tripsina inhibidas se hace el siguiente calculo:

U.T.I. = Unidades de Tripsina de la Referencia (U.T.R.) —U.T

Al graficar las U.T L. / mL vs mL de extracto se obtiene una correlacion negativa de
la cual se extrapola el valor de la ordenada y este dato es el mas cercano a la
actividad inhibitoria real cuando se refiere al inhibidor tipo Kunitz que contiene la
soya.

Si la correlacion lineal no es satisfactoria (r s - 0.9) se puede trabajar el valor

promedio de |a serie de alicuotas y reporta como U.T.1./ml

n

2 (UT.L /mLY

i=1

UTI =

n

Es conveniente reportar en U.T.l. con respecto a los mg de la muestra:

50
UT.I./mgdemuestra=BXF X ——-—
m
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Donde:
B = Ordenada al origen de la gréfica = U.T.I. / mL vs vol. de! extracto.
F= Factor de dilucion = Afaro/Alicuota, en el caso del extracto directo F=1.

m= miligramos de muestra.

3.9.3 DETERMINACION SEMICUANTITATIVA DE HEMAGLUTININAS

Fundamento: La determinacién de hemaglutininas o Lectinas en extractos de
plantas, se efectia con una técnica de diluciones seriadas cuyo punto final se
determina por una estimacién visual de la aglutinacion de los globulos rojos en
estudio. Por lo tanto se necesita trabajar con gldbulos rojos lavados y activados con
una solucién de proteasa disponible como: pronasa, fripsina o papaina; ya que ia
sensibilidad de la aglutinacién se mejora considerablemente con este tratamiento
{Lucas, B. and Sotelo, 1993)

Material/Reactivos

» Agitador magnético con tacometro marca THERMOLINE

- Centrifuga para tubos marca DINAC.

- Tubos de centrifuga de 15ml con graduacion.

- Jeringade 56 10ml

- Espectrofotometro COLEMAN Junior H-A

» Microtiter Kit (Cook Eng — Alexander Virginia USA)

- Sangre desfibrinada y lavada

- Solucion anticoagulante (a)

- Solucién salina al 1%

- Solucion salina al 0.9%
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- Solucién de proteasa al 0.2% en solucién salina (b)
« Pronasa (Pronase E.) Sigma P— 5147
(a) Cuando la sangre se va a utilizar inmediatamente se puede utilizar solucién
de citrato, la cual se usan en la siguiente relacion:
Solucién de citrato: sangre = 0.1ml: 1mi sangre
(b) Si se trabaja con sangre de roedor, es conveniente trabajar con pronasa al

0.2% en solucion salina.

Procedimiento

Preparacion del extracto:

Una vez que se tiene la muestra finamente molida y desengrasada, se suspende 1
gramo en 10ml de solucién salina al 1%, se efectua una extraccién con agitacién
mecanica durante 2 horas a 300 r.p.m a la temperatura ambiente.

Despuss de este tiempo se centrifuga el extracto a 1,400 r.p.m durante 15 min.
Para eliminar el residuo insoluble; el sobrenadadote se filtra y de ser necesario se

lava con solucion salina al 1%, para llevar al extracto filtrado al volumen inicial.

Preparacion de sangre:

Inmediatamente después de sangrar al animal, la sangre se coloca en un matraz
pequefio que contenga solucién anticoagulante, agitar suavemente para la completa
homogeneizacién de la sangre con la solucion anticoagulante. La sangre con
anticoagulante se transvasa a tubos de centrifuga para lavaria (3 veces) con solucion

salina al 0.9%. La relacion sangre : solucién salina es de aproximadamente 1:5.
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Se centrifuga a 1500 r.p.m durante 10 minutos y después del Ultimo lavado, se mide
an el tubo de centrifuga, la cantidad de paquete de eritrocitos y se diluyen al 4% ,
para lo cual se agregan por cada 1.0mi de glébulos rojos , 24ml de solucion salina

al 0.9%.

Sensibilizacién de los glébulos rojos.

A cada 10ml de suspension de globulos rojos al 4% agregaries 1mil de solucién de
pronasa al 0.2% y colocarios en incubadora por espacio de 1 hora a 37°C. Después
del tiempo estipulado, centrifugar para eliminar la enzima sobrenadante, dando
ademas 3 lavados con solucién salina al 0.9%. Después del ultimo lavado se
resuspende el paquete de gldbulos rojos al 4%, por lo cual cada 1.0ml de paquete de
eritrocitos se le adiciona 24mi de solucién salina 0.9%.

NOTA: Cuando se observa que la sangre tiene algunos coaguios, es necesario filtrar

esta suspension, para lo cual se puede utilizar un trozo de gasa.

Ajuste de la suspension de giobulos rojos.

Se toma 0.1ml de la suspensidn de globulos rojos ya sensibilizados y se agregan
4.9ml de solucién salina al 0.9%, se lee en el espectrofotémetro a 620nm |, usando un
adaptador de celdas que permita el paso de sélo 1cm? de luz, se usa como blanco
solucion salina al 0.9%.

La lectura que se debe obtener sera de 24-29% de transmitancia, en caso
contrario se realizard la dilucion necesaria para que la suspension de glébulos quede

dentro de dicho rango.
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Microtitulacién

En las placas tipo “V* del microtiter, colocar en cada pozo de una hilera 50ul de
solucion salina al 0.9% con el pipeteador de gota evitando tocar las paredes del
pozo.

A continuacion llenar el microdilutor de 50ul por contacto con la superficie del
extracto problema y se procede a realizar las diluciones sucesivas en la hilera
escogida, introduciendo el microdilutor en el pozo y rotdndolo sin excesiva presion.
Finalmente con un pipetero de gota colocar en cada pozo S0pl de la suspsnsion de
gldbulos rojos sensibilizada y ajustada.

Luego se rofa la placa en forma circular y se lleva a la incubadora a 37°C por
espacio de 1 hora.

NOTA: Se debe verificar que el volumen que esté tomando nuestro microdilutor, sea

el requerido, para lo cual se utiliza una placa de prueba.

Lectura
Una vez transcurrido el tiempo en incubadora , se coloca la placa de plastico
sobre el dispositivo de lectura y se observa a través del espejo el fondo de los pazos

de cada hilera de prusba. Se reporta la méxima dilucion que presente aglutinacion.

3.10 ANALISIS PROXIMAL

El analisis proximal o bromatolégico fue desarroliado por Weende hace mas de
100 afios, en este tipo de estudic se determinan los componentes principales de los
alimentos como humedad, proteina, grasa , cenizas ,fibra e hidratos de carbono. Los

resultados de este andlisis son de suma importancia ya que son una guia hacia
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donde dirigir un estudio posterior. En el presente trabajo se realizéd el analisis
proximal siguiendo las técnicas descritas y aprobadas en el AOAC con ligeras

modificaciones (Bateman, 1970; Herlich, 1980; Adrian et al, 2000).

3.10.1 HUMEDAD

Fundamento: Determinacién de la pérdida de material por la evaporacion de agua
de la muestra durante sl calentamiento de la misma se denomina humedad (Herlich,
K, 1890).

Material/Reactivos

- Esiufa de vacio LAB — LINE. Mod . 3620

- Balanza Analitica Sartorious Analytic

+ Desecador

- Charolas de aluminio

- Estufa con corriente forzada LAB —LINE, mod. Imperial Ii}

Procedimiento

Poner a peso constante las charolas de aluminio en las que se va a efectuar la
determinacion, rotularlas correctaments; esto tarda de 4-5 horas, a continuacion se
adiciona la muestra (2-5g), tratando de que presente la mayor superficie de
evaporacion, colocar en la estufa la cual debe estar a una temperatura de 60-65°C. y
a 25mm de Hg. Verificar a las 8 horas que se haya alcanzado peso constante de no
ser asi continuar con el secado hasta alcanzar este propasite. Se considera a peso
constante una muestra cuando al pesarla en la balanza analitica solo se presente

variacion en la cuarta cifra decimal.
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P - P
% Humedad= —————— * 100

Donde:
Pi= Peso de la charola con muestra antes de secada (g)
P.= Peso de la charola después de secada (g)

m= Peso de la muestra (g)

3.10.2 PROTEINA

Fundamento: Basado en la oxidacion de la sustancia organica por accion del acido
sulfrico concentrado en presencia de un catalizador para formar diéxido de carbono
, agua y liberar el nitrégeno como amoniaco; el amoniaco existe en la solucion acida
como sulfato acido de amonio, debido a que en la mezcla de reaccion siempre hay
un exceso de &cido.

El amoniaco obtenido después de la digestién, es liberado por una gran variedad
de métodos: siendo el mas usado por accién de un alcali y atrapando el amoniaco

liberado en una cantidad conocida de &cido valorado

(NH4)2804 + 2NaOH > NazS04 + 2NH3 + 2H0

El amoniaco asi formado se separa mediante destilacion y se recoge sobre una
cantidad exactamente conocida de disolucién acida titulada. El amoniaco formado se

determina mediante valoracién del exceso de acido titulado ( Pearson, 1998).
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Material/Reactivos

- Digestor TECATOR, mod.ab-20/40

- Dispositivo de microdestilacion Kjeltec AUTO 1030
- Tubos de digestion TECATOR de 75ml

- Mezcla digesliva (a)

+ Peroxido de hidroégenc al 30%

- Sulfato de potasio (R.A)

- Solucién de NaOH al 40%

- Solucion de acido bérico con indicadores (b)

- Solucidn de HCI 0.01N valorada

(a) Disolver 3g de sulfato de cobre (CuSO, - 5 H20) en 20ml de agua destilada; a
continuaciéon se agrega 50ml de acido ortofosforico { HsPO4) y una vez que este
bien disuelta la sal, se adiciona con cuidado y resbalando por la pared del recipiente
430ml de acido sulfdrico concentrado .

Agitar esta mezcla por 30minutos.

(b)Se pesan 10g de acido borico y se coloca en un matraz aforado de 1L, se adiciona
agua hasta disolverlc y a continuacion se afora a 1L.Se agrega al acido 10 ml de rojo
de metilo (100mg / 10ml de metanol) y 7 ml de verde de bramocresol (160mg /100m|

de metanol), mezclar bien y colocar en el recipiente indicado.
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3.10.3 GRASA

Fundamento: Las grasas presentan una alta solubilidad en compuestos no pclares
siendo los mas utilizados el hexano, éter etilico y éter de petréleo, los cuales al
ponerse en contacto con el alimento, solubiliza la grasa y la arrastra consigo para su

posterior cuantificacion (Herlich, K, 1980}

Material/ Reactivos

- Aparato de extraccién Goldfish Labconco Modelo 35001
+ Cartuchos de celulosa

« Vasos de borde esmerilado para equipo Goldfish

+ Estufa de vacid Lab Line Modelo 3620

- Balanza analitica Sartorios Analytic

- Desecador

- Eter de petréleo R.A

Procedimiento

Poner los vasos Goldfish a peso constante. Colocar en un cartucho de celulosa de
4-5 g de muestra, vy tapar el cartucho con un trozo de algoddn y colocarlo en un
sostenedor sobre el aparato Goldfish con un porta dedal. En los vasos a peso
constante agregar 50ml de éter de petrdlec y colocarlo en el aparato de Goldfish y
sostenerlo con un anillo con empaque de hule, ajustar la parrilla para que este en
contacto con el vaso, se abre la llave de agua para que circule esta sobre los
refrigerantes y calentar durante 4 horas a baja temperatura (Low). Una vez

transcurrido el tiempo de extraccion se bajan las parillas de calentamiento y se quita

53



Ld

Bt

T4

Pl - Pf

% Humedad= ——*100

m

Donde:

Pi= Peso de la charola con muestra antes de secada (g)
P= Peso de la charola después de secada (g)

m= Peso de la musstra (g)

3.10.2 PROTEINA

Fundamento: Basado en la oxidacion de la sustancia organica por accién del acido
sulfdrico concentrada en presencia de un catalizador para formar didxido de carbono
. agua y liberar el nitrégeno como amoniaco; el amoniaco existe en la solucion acida
como sulfato acido de amonio, debido a que en la mezcla de reaccién siempre hay
un exceso de acido.

El amoniaco obtenido después de la digestién, es liberado por una gran variedad
de métodos; siendo el mas usado por accién de un alcali y atrapando el amoniaco

liberado en una cantidad conocida de acido valorado

(NH4)2504 + 2NaOH > Na2S04 + 2NH3 + 2H20

£l amoniaco asi formado se separa mediante destilacion y se recoge sobre una
cantidad exactamente conocida de disolucion acida titulada. El amoniaco formado se

determina mediante valoracion dal exceso de &cido titulado ( Pearson, 1998).
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Material/Reactivos

- Digestor TECATOR, mod.ab-20/40

- Dispositivo de microdestilacion Kjeltec AUTO 1030
- Tubos de digestién TECATOR de 75ml

- Mezcla digestiva (a)

- Peroxido de hidrégeno al 30%

- Sulfato de potasio (R.A)

- Solucién de NaOH al 40%

- Solucién de écido bdrico con indicadores {b)

- Solucidon de HCI 0.01N valorada

(a) Disolver 3g de sulfatc de cobre (CuSQO, - 5 H;0) en 20ml| de agua destilada; a
continuacion se agrega 50ml de acido ortofosférico { H3PO4) y una vez que este
bien disuelta la sal, se adiciona con cuidado y resbalando por la pared del recipiente
430ml de acido sulfdrico concentrado .

Agitar esta mezcla por 30minutos.

(b)Se pesan 10g de acido bérico y se coloca en un matraz aforado de 1L, se adiciona
agua hasta disolverlo y a continuacion se afora a 1L.Se agrega al 4cido 10 ml de rojo
de metilo {100mg / 10ml de metanol) y 7 ml de verde de bromocresol (100mg /100ml

de metanol), mezclar bien y colocar en el recipients indicado.

51



Procedimiento

Pesar de 10 -100mg de muestra segun sea la cantidad de proteina que contiene y
colocarlos en el tubo de digestion, agregar aproximadamente 0.5g de K:SO4y 3 ml
de mezcla de digestién, se coloca el tubo an el digestor por espacio de 15 minutos y
después de ello se retira, se deja enfriar un poco y se adiciona 1.5ml de HzO; y
nuevamente se coloca en el digestor que debe estar a 370°C. Se considera que la
digestion es completa, cuando el tubo no muestra manchas, puntos negros y la
mezcla digerida es transparente. Después de la digestion los tubos se colocan en
una gradilla y se dejan enfriar; se agregan 25ml de agua destilada y se introducen
uno a uno en el micridestilador para su destilacion y titulacidn estas se efectian de
forma automética por el equipo pero es necesario introducir un blanco de glucosa.

Primerao se expresa el resuitado como contenido de nitrégeno:

(ml muestra — ml blanco}{Nuc)(0.014)(100)
%N=

g de muestra

Para expresar el resultado en contenido de proteina bruta, debe multiplicarse el

contenido de nitrégeno por un factor que depende del tipo de muestra y que, en

general, tiene un valor gue ¢scila alrededor de 6.25.

% Proteina = %N (F)

F=6.25
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3.10.3 GRASA

Fundamento: Las grasas presentan una alta solubilidad en compuestos no polares
siendo los més utilizados el hexano, éter etilico y éter de petréleo, los cuales al
ponerse en contacto con & alimento, solubiliza la grasa y fa arastra consigo para su

posterior cuantificacion (Herlich, K, 1990).

Material/ Reactivos

- Aparato de extraccién Goldfish Labconco Modelo 35001
- Cartuchos de ceiulosa

- Vasos de borde esmerilado para equipo Goldfish

- Estufa de vacié Lab Line Modelo 3620

+ Balanza analitica Sartorios Analytic

- Desecador

- Eter de petrélec R.A

Procedimiento

Poner los vasos Goldfish a peso constante. Colocar en un cartucho de celulosa de
4-5 g de muestra, y tapar el cartucho con un trozo de algoddn y celocarlo en un
sostenedor sobre el aparato Goldfish con un porta dedal. En ios vasos a peso
constante agregar 50m| de éter de petrdlec y colocarlo en el aparato de Goldfish y
sostenerlo con un anillc con empaque de hule, ajustar la parrilla para que este en
contacto con el vaso, se abre la llave de agua para gus circule esta sobre los
refrigarantes y calentar durante 4 horas a baja temperatura (Low). Una vez

transcurrido el tiempo de extraccién se bajan las parrillas de calentamiente y se guita

53



L

el anillo de rosca, se saca el porta dedal con ef cartucho, sustituyéndose por el tubo
recuperador volviéndose nuevamente a colocar el vaso para de nuevo calentario y
que el disolvente quede en el tubo recuperador; una vez que el vaso este libre de
disolvente, se coloca en la estufa de vacio para la completa eliminacion del solvente

y humedad; se obtiene el peso de la fraccidn lipoide.

Pf - Po
% Grasa = ———— * 100
m

Donde:
Ps= peso del recipiente después de ia extraccion (g)
P,= peso del recipiente entes de la extraccion (g)

m = peso de la muestra seca (g)

3.10.4 CENIZAS

Fundamento: De la carbonizacién y posterior calcinacion de la muesira a 550°C se
obtiene lo que se denomina cenizas y que comprende el material inorganico

{minerales).

Material / Reactivos

- Mufla THERMOLYNE, mod. 1500

» Balanza analitica Sartorios Analytic
- Mechero Bunsen

- Crisoles de porcelana
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- Desecador
Procedimiento

Los crisoles deben ponerse a peso constante, para lo cual deben colocarse en la
mufia a una temperatura de 500°C, marcandolos con lapiz o cualquier sustancia que
no sa elimine en el proceso de incineracion. Colocar de 2-3 gramos de musestra en el
crisol y carbonizaria a la flama del mechero y bajo una campana, cuando ya no haya
desprendimiento de humo, se introduce el crisol a la mufla, la cual debe estar a una
temperatura entre 500-550°C . El tismpo de permanencia es muy variable y depende
del material que se esté trabajando.; en cuanto se obtiene cenizas grisdcsas o
blancas pero homogéneas indica ef punto final de esta determinacion.

Pr- P

% cenizas = ——
m

*100

Dande:
Pr= peso del crisol con la muestra después de incinerada (g)
P.= peso de! crisol a peso constante (g)

m = paso de la muestra (g)

3.10.5 FIBRA

Fundamento: Determinacion de las sustancias orgdnicas libres de grasa e
insolubles en medio 4cido y alcalino, es llamada convencionalmente fibra bruta. La
muestra, en su caso desengrasada, se trata sucesivamente con soluciones en

ebullicién de acido sulfirico e hidroxido potésico, se lava, se deseca, se pesa y se
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calcina a 500°C. La pérdida de peso debida a la calcinacion corresponde a la fibra
bruta de la muestra de ensayo.

Material / Reactivos

- Vasos de Berzelius de 600mi KIMAX

- Aparato de Digestion LABCONCO

+ Estufa de vacio LAB — LINE, mod. 3620

- Mufia THERMOLYNE, mod.1500

- Crisoles de porcelana

- Embudos California con malla de 200 mesh.
« Solucién de Hx80;4 al 1.25% {miv)

- Solucion de NaOH al 1.25% (m/v)

- Antiespumante (emulsion SIGMA — B)

- Alcohol etilica

Procedimiento

Pesar de 2-3 gramos de muestra desengrasada sobre un vaso Berzelius que
contenga 0.5g de silicato de aluminio y unas perlas de vidrio, adicionar 200m| de
H,SO, al 1.25% que esté hirviendo y unas gotas de antiespumante e
inmediatamente se coloca en el aparato de digestion, el cual debe estar
previamente caliente , se deja digerir por espacio de 30 minutos exactos, Despuses
de dicho periodo se vacia el contenido sobre un embudo con malla de 200 mesh y se
realiza la filtracién con ayuda de vacio , se lava el residuo con agua destilada
caliente , hasta eliminar el acido (aproximadamente 500ml); una vez lavado el

residuo se trasfiere nuevamente al vaso de Berzelius, se adiciona 20ml de NaOH

56



L

1.25% hirviendo y se mantiene en el aparato de digestion por 30minutos exactos ,
trascurrido este tiempo se repite la operacién de lavado que se realizo con el acido,
se retiran las perias de vidrio y se lavan con agua destilada para recuperar el material
adherido y por Gitimo se le adiciona 25ml de alcohol etilico.

El residuo se pasa a un crisol de porcelana (a peso constante) cuidando de
pasarlo en forma cuantitativa, se coloca en la estufa de vacio para su secado, y
después se pesa. A continuacion se carboniza e introduce en la mufla para su

incineracion, y después de realizar esto voiver a pesar el crisol.

Ps - P.
% Fibra = —
m

*100

Donade:
Ps= peso del crisol con residuc después de secado (g)
P.= peso de! crisol con residuo después de calcinado (g)

m = peso de la muestra (g)

3.11 PREPARACION DE DIETAS

Para el estudio bioldgico se prepararon dietas tomando en cuenta el perfil de
aminoacidos de estudios previos de la semilla de Caolorin y el analisis proximal que
se realizd en este estudio, haciendo uso del programa Nutrion 5.0% en base a los
requerimientos minimos (Tabla 6.1) para el desarrolio del ave en la etapa de

iniciacion.
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Tabia 6.
Composicion de las dietas empleadas en la prueba bioligica

Ingrediente (g/Kg) Dieta control Dieta 50% Colorin '  Dieta 100% Colorin *
Sorgo Milo 9% 570.89 498.849 424,262
Soya 354.07 199.210 -
Colorin - 200.000 400.00
Aceite de soya 29.42% 58.376 86.143
Ortofosfato 18.602 18.403 18.210
Carbonato de calcio 15.385 14.933 14 47
Sal(NaCl) 4,395 4,364 4.3348
Vitaminas
minerales® Polly(’) -E 2.500 2.500 2.500
Metionina 98 2.396 1.715 1.100
Cloruro de Colina 60 1.000 1.000 1.000
Bacitracina® 0.500 0.500 0.500
Coccidiostato 0.500 0.500 0.500
L - Lisina HCI 0.173 - -
Insumos Quimicos 0.150 0.150 0.150
Pancreatina ¢ - 1.0 1.0

1 Equivatencia del nivel de inclusién de Colorin como fuente de proteina en sustitucion de la soya.

l"2.5Kg de mezcia vitamina tiena un aporte de: vitamina A 12, 500,000 Ul, vitamina D 2, 500,000U1P, vitarmina E 25000U1,

vitamina K 2.63g, vitamina B, 2.0g, riboflavinaSg vitamina B, ;0.063g, Clorura de colinas 4009, Hlerro 409, Manganeso80g,
Cobre10g, Yodo 29, Zinc 80g, Selenio 0.2g, Antioxidante 125.00g.

© Promotor de crecimiente.

a Durante el primer biocensayo se agrago pancreatina bovina y an ei segundo bloensayo se agrego pancreatina aviar (Avizime).

Tabla 8.1 Nutrimentos controlados en la dieta para aves.

Nutrimento
{%)minimo

Proteina cruda 22.00
Metionina 0.580
Metionina + cistina 0.930
Lisina 1.200
Arginina 1.250
Fosforo disponible 0.500
Calcio total 1.00
Triptofano 0.200
Ac. Linoleico 1.000

Energia
metaboizabls 3000

(keal/kg)
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3.12 EVALUACION BIOLOGICA DE LA FRACCION PROTEINICA DE LA SEMILLA DE
COLORIN.

El bioensayo con aves se realizé en el Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extensién en Producclén Avicola (CEIEPA) de la facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la UNAM, en donde se tienen las siguientes condiciones una altura
de 2,250 metros sobre el nivel del mar, temperatura media anual de 18° C y una
precipitacién pluvial de 747 mm; el tiempo de evaluacién fue de 14 dias, se realizo el
primer bioensayo durante el mes de marzo, utilizando las dietas: 50% Colorin, 100%
Colorin y dieta control, agregando pancreatina bovina para disminuir el efecto de los
inhibidores de tripsina presentes en el material. El segundo bioensayo se realiz6
durante el mes de septiembre utilizando sélo las dietas: 100% Colorin y la dieta
control, y en este bioensayo se agrego pancreatina aviar (Avizime) ya que durante el
primer bioensayo se observo una pobre respuesta biolégica al parecer por el uso de
la pancreatina bovina.

En ambos bioensayos se utilizaron pollos de engorda mixtos de la estirpe Ross x
Ross de un dia de edad y un disefio experimentai de 4 replicas y 5 animales en cada

una para cada tratamiento.

3.12.1 MANIPULACION Y ALIMENTACION DE LAS AVES

Los pollos se pesan y se colocan en una criadora eléctrica en bateria de marca
Petarsime modselo 2SD 12 series 3483 (Figura 4) previamente calibrada a 34 °C, en
cuanto se introducen los pollos a la criadora es necesario que 1os bebederos estén

abastecidos de agua y que esta sea lo primero que ingieran los animales.
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Se pesa suficiente alimento aproximadamente 1.5 kg y se coloca en los
comederos, este alimento es suficiente para la primera semana, sin embargo todos
los dias a la misma hora hay que removerlo con una brocha para evitar que
sedimente o que las aves lo escojan, también hay que cambiar el agua diariamente
y lavar con jabdn los bebederos. Durante la primera semana es suficianta la
ventilacién del lugar donde se encuentra la criadora sin embargo para la segunda
semana es necesario incrementar su ventilacion para evitar la acumulacion de
amoniaco y otros gases téxicos, por lo que hay que abrir las ventanas del lugar
durante las horas de luz y cerrarlas por la noche, La temperatura de la criadora debe
ser de 33-34°C durante la primera semana y 31-32°C para la segunda. Si el clima es
muy caluroso, se puede apagar el regulador de temperatura durante el da vy
encenderio por la noche.

Los animales se pesan cada 7 dias asi como e! alimento que ingirieron durante el
mismo periodo y se hace un registro de los datos para el posterior calculo ds los
siguientes parametros: Conversidn Alimenticia, REP y Digestibilidad.

Los pollos deben ser vacunados al décimo dia de iniciado el experimento contra
la enfermedad de Newcastle (cepa Lasota), por via acular y subcutéanea en emulsion
a fin de reforzar la respuesta inmunolégica.

Para determinar digestibilidad de la proteina es necesaria la recoleccion de la
pollinaza para sllo, se coloca plastico sobre las charolas aen donde los animales fa
depositan afin de hacer una recoleccion diaria de la misma.

Después de recolectar la pollinaza esta se deja secar al ambiente, se separa de

material extrafio y posibles residuos de alimento, se guarda en frascos de pléstico
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perfectamente identificados con el numero de lote en estudio y el dia de recoleccion
y finalmente se colocan en refrigeracion para disminuir la actividad microbiana.

Posteriormente para determinar la digestibilidad se juntan todas las fracciones

™

recolectadas en los 7 dias vy se determina nitrégeno poer el método Kjeldah! descrito

en el apartado 2.14 de este trabajo.

Figura 4. Criadora eléctrica en bateria de marca Petersime an Ia cual se llevo a cabo ef

bioensayo.

4

3.13 ANALISIS ESTADISTICO

Para el estudic estadistico de los resultados, se emplean dos pruebas
astad(sticas: ANOVA de una via para el primer bicensayo y t studet sencilla para el

segundo bioensayo, esto debido al origen de los datos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros fisicos de las semilias recolectadas para este trabajo se muastran

en la Tabla 7; estos resultados son muy similares a los obtenidos en estudios

anteriores (Jiménez, 1994) por lo que se puede asumir que se trata de la misma

especie, 0 sea Erythrina americana.

TablaT.
Pardmetros fisicos de las semillas de Colorin.

Parametro

Dimensiones "

Peso hectolitrico(HL) | 65.43 £ 0.30

Peso unitario (g)
Largo (cm)”
Ancho {cm)°

Grosos (em)®

0.676 10.012
13.6 £0.30
9.5 £0.26
89x020

a Dato obtenido por tripticado + D.E.
b Madida cbienida de 10 semillas.

Después de realizar el proceso de destoxificacion de la harina de semillas de

Colorin y determinar el remanente de los factores téxicos de mayor importancia como

son los alcaloides, lectinas y los inhibidores de tripsina se encontraron los siguientes

resultados.

Tabia 8.
Contenido Toéxicos en fa semilla destoxificada.

Téxico

Cantidad Resldual*

Alcaloldes
Lectinas

Inhibidores de tripsina

It}

6mg/100g de semillas + 0.03"
11,1,10,0°

43.37+3.24 UTVmg®

* Datos obleniios por tripkcado, + D.E

b Titulo de la minima dilucién que presenta hemaglutinacién
¢ UTi/mg = unidades de tripsina inhibida por miigramo de muesira.
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Como se puede observar {a muestra tiene 0.006% de alcaloides (Tabla 8) el cual
se considera bajo, aunque no se pudo llegar a la destoxificacién total la muestra se
considera apta para ser empleada con fines alimenticios ya que esta por debajo del
nivel establecido en (a bibliografia el cual es de 0.03% de alcaloides (Centurién, D.,
Espinoza, M. y Cazares, G. 2000); por io cual no se debe tener problemas a causa
de este factor toxico al efectuar el bioensayo nutricio; el nivel de Lectinas no es
significativo y estos se eliminan facilimente con la temperatura empleada durante el
proceso de desengrasado y destoxificacion. En cuanto a los inhibidores de tripsina,
se disminuyé un poco el nivel ya que la semilla cruda contiene de 6568 UTVmg y la
muestra destoxificada presenta alin 43.37UTl/mg, este nivel es alto, pero no es
posible disminuirlo ya que al revisar trabajos previos se observa que los inhibidores
de tripsina presentes en la Erythrina americana son termoresistentes y que atn
bajo condiciones de drasticas de calentamiente {(121°C / 30min), los niveles de
inhibidores de tripsina no son menores a 30 UTl/mg {Jiménez L.V 1884), por lo que
llegar a un nivel de 10UTI /mg como lo marca la bibliografia para fines alimenticios no
es viable; sin embargo se puede emplear el material en alimentacidén animal, pero es
necesario agregar pancreatina para contramrestar el efecto antinutricional de los

inhibidores de tripsina sobre |a digestibilidad de la proteina.

La composicidn de la semilla se muestra an la Tabla 9., de donde destaca |a cantidad
alta de fibra, la semilla integra presenta niveles da 15-16% y durante el proceso de
desengrasado y destoxificacion la cantidad de fibra se concentra hasta niveles de 38-
40% es por ello que se planted hacer un tamizado para retirar la mayor cantidad

posible de pericarpio o epispermo y de esta forma obtener un buen resultado de

63



digestibilidad de la proteina durante el bioensayo, con el tamizado se logro disminuir

la cantidad de fibra hasta un nivel de 21.84%.

Tabla 9.
Anéliisls proximal de las semillas de Colorin destoxificadas.
Base humeda (g /100g de muestra)"

Determinacién * %
Humedad 8.22 £ 0.007
Proteina 40.11 £0.014
Grasa 0.11 £ 0.021
Cenizas 5.03 + 0.058
Fibra 2168 +0.218
CHO's? 26.85

“ Datos ablenidos por triplicado, ¢ D.E.
o CHQ's = Hidrates de carbone asimilables calculades por diferencia.

La cantidad de proteina presente en |a musstra es de aproximadamente 40%,
siendo una cantidad significativa de proteina, y en estudios previos ésta ha
manifestado tener un buen perfil de aminodcidos para que sea empleada en
alimentacién animal, en la Tabla10 se muestra el perfi de aminoacidos
indispensables de la semilla de Colorin. La calificacion Quimica (SQ) obtenida para
todos los aminoécidos indispensables se puede considerar buena ya que se trata de
una leguminosa, hay que destacar el SQ para total de aminoacidos azufrados el cual
es alto para una protefna de origen vegetal, lo que le confiere un valor agregado a la

proteina de las semillas de Colorin.



Tabla 10.
Perfil de aminodcidas esenciales de la samilla de Colorin destoxificada.
Contenida de aminodcidos Indispensables (mg a.a/g N)

Aminoécido Colorin Patrén FAO  on (2)
ILE 307.86 250 85.97
LEU 674.36 440 >100
LIS 568.66 340 >100
TRE 260.59 250 82.69
TRP B5.08 80 >100
VAL 415.37 310 83.95
TOT. AZUF ° 256.23 220 81.85
TOT. AROM® 622.27 380 >100

(1) Patrén FAQ 1973,

(2) Score Quimico. o Calficaci6n Quimica
a Total de azufrados = met + cls.

b Tolal de aromaticos = fen + tir.

Con los resultados del andlisis proximal y el perfil de aminocacidos de la semiila de
Colorin se procedié a realizar dietas isoenergéticas e isoproteinicas. Durante el
primer bioensayo se emplearon 2 dietas de prueba y una control, las dietas de
prueba fueron: una en la que el 50% de la fuente de proteina esta dada por el
Colorin y el otro 50% por soya + sorgo y la segunda en la que la fuente de proteina
as unicamente ta de las semillas de Colorin + sorgo y finalmente la dieta control que
esta hecha a base de soya y sorgo (Tabla 6.). En este bioensayo se empleo
pancreatina bovina debido a que en bioensayos realizados en rosedores es usual el
empleo de este preparado enzimatico para contrarrestar el efecto de los inhibidores
de tripsina (Tenorio, 19893); sin embargo se observo una pobre respuesta en los
parametros de REP y CA (Tabla 11 y 12) en los animales sometidos a las dietas de
Colorin, siendo los mas afectados los animales con la dieta 50% Colorin ya que
estos fueron los que presentaron menor ganancia en peso y desarrollo muscular

como se puede observar en las fotografias del Anexo 1. Con lo que respecta a la
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digestibilidad de ta proteina se observa que esta es muy baja (Tabla 13) lo que se
atribuye al efecto del alto nivel de inhibidores de tripsina en la dieta y el pobre
desempefio de |la pancreatina bovina debido a la variacion interespecie, asi como al
alto contenido de fibra, ya que sélo los animales con dieta de Colorin presentaron

fuertes diarreas durante todo &l bioensayo.

Relacién de Eficiencia Proteinica obtenld?gfr:r:ie ef bioensayo realizado con pancreatina
bovina"
Tratamiento REP
Control 4.0910.341°
50% Colorin 0.5910.064°
100% Colorin 1.48£0.061°

' Promedio 0 .€ , n=4, a las dos semanas de experimeniacion
z Promedios con diferentes letras indican diferancia significativa estadisticamenta (a=0.05).
3 Incremento en paso/ Proteina consmido.

Tabla 12.
Conversion alimenticia obtenida durante ef bloensayo realizado con pancreatina bovina>’
Tratamiento CA
Control 0.7620.036"
50% Colorin 1.4510.042°
100% Colorin 1.4120.018"

1 Promadioc +D.E |, n=4, a las dos samanas de experimentacidn
2 Promedios con diferentes ietrae indican diferencia significativa estadisticamente (a=0.05).
3 Alimento Consumido/ Incremento en peso,
Resulta obvio que existe diferencia significativa estadistica con respecto al control
en todos los parametros estudiados y aun entre las dietas de Colorin y en la Tabla

13 se presentan ios resultados de la digestibilidad y para mas detalles se puede

revisar el Anexo 2.
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Sin embargo de este bioensayo se pudo determinar que de los animales con dietas
hechas a base de Colorin, la dista 100% Colorin tuvo un mejor desempefio, siendo

esta la dista mas adecuada a emplear.

Rasultados de Digestibilidad obtmidoszb:::t:: al bloensayo realizado con pancreatina
bovina'**
Tratamiento %Digestibilidad
Control 81.7310.182°
50% Colorin 41.4740.361°
100% Colorin 51.1010.397°

1 bromedio £D.E , n=4, a las dos semanas de exparimentacion
2 promedios con diferentes letras indican diferencia significativa estadisticamente {(a=0.05).
3 (Nitrégeno Ingerido — Nitrégeno Fecal/Nirégano Ingerido) *100

En base a los resultados obtenidos durante el primer bioensayo, se procedid a
realizar un segundo estudio, con las dietas 100% Colorin y control de soya, ademas
se agrego pancreatina aviar para eliminar el efecto interespecie de estas enzimas
digestivas.

La respuesta de este bioensayo fue satisfactoria ya que la REP obtenida para la
dieta de Colorin mejoro mucho con respecto al primer bioensayo e incluso supero al
control ( Tabla 14) de igual forma en la CA (Tabla 15) presentando diferencia
significativa estadistica en ambos parametros con respecto al control (Anexo 2).

En cuanto a la digestibilidad esta mejoro pero no supero a la del control como se

puede ver en la Tabla 16 siendo la posible causa de esto, el alto contenido da fibra

en la dieta; pese a ello la respuesta en los parametros de crecimiento fusron mejores
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en la dieta de Colorin por lo que Ia semilla de Colorin podria ser una altemativa

potencial en la alimentacién de pollos de engorda.

Tabla 14.
Resultados de Relaclén de Eficlencia Proteinica obtenidos en Ja realizacién del Bioensayo con
fa adicién de pancreatina aviar (Avizime) ***

Tratamlento REP
Control 3.08+0.078"
100% Colorin 3.74+0.115°

1 Promadic $D.E , n=4, a las dos ssmanas de experimentackén
2 Promadics con diferentes letras incican diferencia significativa estadisticamente (a=0.05).
3 Incremento en peso/ Proteina consumido.

Tabla 15.
Resultados de Conversioén alimenticla obtenidos en la realizacién def Bioensayo con la adicion
de pancreatina aviar (Avizime) ">’

Tratamiento CA
Control 1.3110.026°
100% Colorin 1.0210.042°

. Promedio +D.E , n=4, a las dos semanas de experimantacién
2 Promedios con diferentes letras indican diferencla significativa estadisticamente (¢=0.05).
3 Alimanto Consumide/ Incremento en peso,

Tabla 18.
Resultados de Digestibilidad de la proteina obtenidos durante ef bioensayo reallzado con
pancreatina aviar"™
Tratamiento % Digestibilidad
Control 88.3310.036"
100% Caolorin 87.2810.108%

! Promedio $D.E , n=4, a las dos semanas de experimentacion
2 Promedios con diferentas letras indican diferencia significativa estadisticamente («=0.05).
3(Nitrbgeno Ingerido — Nitrégeno Fecal/NRrégeno Ingerido) *100
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En la Figura 5 se presenta una fotografia de los animales de experimentacidn del
segundo bioensayo donde se puede observar el adecuado desarrollo de los pollos
alimentados con semillas de Calorin destoxificada y en el Anexo 1 se pueden
observar algunas fotografias comparativas de los animales sometidos a dieta de

Colorin y dieta Control.

Figuras.
Ave sometida a dieta de Colorin (lzqulerda) y ave sometida a dieta control de soya (derecha) a
los 14 dias de edad, nétese of parejo desarrollo muscular en las diferentes dietas.

69



~

5. CONCLUSIONES

- El método de destoxificacién del material bioldgico resulta eficiente ya que se
logra disminuir el nivel de téxicos de forma significativa.

- Dadas las condiciones en que se tratd la muestra, no obstante que se
disminuyo el nive! de inhibidores de tripsing, la concentracion de este factor
antinutricional todavia es significativa.

- El proceso de tamizado del material destoxificado contribuyo en gran medida a
reducir el nivel de fibra, con lo que se logro una mejor digestibilidad de la proteina
durante el bioensayo.

- De acuerdo al analisis proximal y al perfi de aminoécidos de la semilla de
Colorin destoxificada esta podria ser empleada en la alimentacion de pollos de
engorda ya que cumple con los requerimientos nutrimentales minimos del ave.

« Es necesaria |a adicién de pancreatina en la dista para contrarrestar el efecto de
los inhibidores de tripsina presentes en la semilla de Colorin y esta debe ser de
origen aviar ya que con pancreatina bovina se obtiene una pobre respuesta
biologica.

- Los resultados obtenidos para la REP y CA sobre el bioensayo donde se
sustituyo la fuente de proteina convencional por semillas de Colorin
destoxificadas y se adicion6 pancreatina aviar muestran una mejor respuesta
biolégica que el respsctivo control.

Las Semillas de Colorin muestran ser una altemativa potencial en la

alimentacion de aves domesticas (pollos).
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Anexo1. Fotografias de los animales de experimentacién

Fotografia 1y 2. Acomodo de Jas aves dentro de {a criadora Petersime
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Fotografia 3. Obsérvese la diferencia en el tama#o de los animales sometidos a dieta de Coiorin
{izquierda 100% Colorin, centro 50% Colorin) con respacto a ios de la dieta control (derechia)

durante el bioensayo realizado con pancreatina bovina

75



Fotografia 4. Notese el pobre desarroilo de los animales sometidos a dieta 50% Colorin
{izquierda) con respecto a los de dieta control (derecha) a las dos semanas de
experimentacion.

Fotografia 5. Ave con dieta controi (soya ) a la segunda semana de experimentacion

Fotografia 8 . Ave con dieta 100% Colorin durante el bioensayo realizado con pancreatina aviar.
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Fotografia 7. Se observa un parejo desarrollo de las aves sometidas a la dieta de Colorin y el
comtrol, durante el bioensayo realizado con pancreatina aviar

Fotografia 8 y 9. Es notable /a diferencia del desarrolio de ias aves del bioensayo realizado con
pancreatina bovina (izquierda) con respecto al realizado con pancreatina aviar (derecha,.
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ANEXO 3. ANALISIS ESTADISTICO.

ANOVA DE PER CON PANCREATINA BOVINA

Fuente de Suma de Grados de Media de Valor de
varacién cuadrados libertad cuadrados F
Entre grupos 26.5245 2 13.2622 244 867
Intragrupo 0.48745 9 0.05416
Nivel de confianza 95%,Si hay diferencia significativa.
Prueba de Rangos Multiples de Duncan.
Comparaciones entre grupos DHerencia
Dieta Control - Dieta 50% Colorin 3.5025
Dieta Control — Dieta100% Colorin 2.6160
Dista 50% Calorin - Dieta100% Colorin | -0.6875
Todos son esladisticamente diferentes.
ANOVA DE DIGESTIBILIDAD CON PANCREATINA BOVINA
Fuante de Suma de Grados de Media de Valor de
variacion cuadrados libertad cuadrados F
Entre grupos 3535.9279 2 1767.963 999.99
Intragrupo 1.2872 9 0.1430
Nivel de confianza 95%,5Si hay diferencia significativa,
Prueba de Rangos Miiltiples de Duncan.
Comparaciones entre grupos Diferencia
Dieta Control - Dieta 50% Colorin 40.2625
Dieta Control — Dieta100% Colorin 30.6275
Dieta 50% Coilorin - Dieta100% Colorin | -9.8350
Todos son estadisticamente diferentes.
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PRUEBA DE t SIMPLE PARA PER DEL BIOENSAYO CON PANCREATINA AVIAR.

Dieta control Dieta 100%
Colorin
Numero de observacicnes 4 4
Promedio 3.025 3735
Varianza 6.166 0.0132
Desviacién estandar 0.0785 0.1150
Media 3.055 3.735

Diferencia de medias = - 0.71
Intervalo de confianza = 95%

H.= No hay diferencia significativa
Computo de t estadistica =-10.185
Resolucion = Ho se rechaza. Existe diferencia slgnificativa estadistica

PRUEBA DE t SIMPLE PARA CONVERSION ALIMENTICIA (CA) DEL BIOENSAYO CON

PANCREATINA AVIAR.

Dieta control Dieta 100%
Colorin
Numero de obsarvaciones 4 4
Promedio 13125 1.02
Varianza 6.9166 e~-4 1.8¢e-3
Desviacion estandar 00262 0.0424
Media 1.31 1.015

Diterencia de medias = 0.2925
Intervalo de confianza = 95%

H,= No hay diferencia significativa
Computo de t estadistica = 11.7185

Resclucion Ho se rechaza. Existe diferencia significativa estadistica.

PRUEBA DE t SIMPLE PARA DIGESTIBILIDAD DEL BIOENSAYQO CON PANCREATINA

AVIAR.
Dieta control Dieta 100%
Colorin
Numero de observaciones 4 4
Promedio 883275 87.27
Varianza 1.3583e-3 0.0116
Desviacion estandar 0.0368 0.1080
Media 88.33 8728

Diferencia de medias = 0.1164
Intervalo de confianza = 95%

H,= No hay diferencia signlificativa
Computo de t estadistica = 18.532
Resolucién Ho se rechaza. Existe diferencla significativa estadistica.
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