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RESUMEN

Para que la nutricibn animal sea eficiente es necesario conocer las caracteristicas
quimicas y la digestibilidad de las materias primas con las que se formulan los
alimentos. El objetivo de este trabajo fue evaluar en las principales materias primas
utilizadas en la alimentacion de cerdos (maiz, sorgo, pasta de soya y pasta de
canola), la digestibilidad in vitro de la proteina y el contenido de &cido fitico, factor
antitripsico (pasta de soya y pasta de canola) y taninos en sorgo. Los resultados
muestran que la digestibilidad in vitro promedio de la proteina del maiz fue de 85.64
+ 2.42, del sorgo 63.29 £ 7.17, en pasta de soya 90.01 + 2.67, y en pasta de canola
77.39 + 2.15. Respecto al contenido de &cido fitico, en el maiz fue de 1.16 + 0.20,
en el sorgo 1.44 + 0.33 g de fitato/ 100g, mientras que en pasta de soya y canola
2.63+£0.26y 2.74 £ 0.54 g de fitato/ 100g respectivamente. La cantidad de factor
antitripsico fue mayor en la pasta de soya (6.63 £ 0.49 mg de tripsina pura inhibida/g)
que en la pasta de canola (0.29 + 0.02 mg de tripsina pura inhibida /g). En el sorgo
s6lo en un 10.3 % de las muestras analizadas se encontré presencia de taninos y
el promedio fue de 0.36 £0.30 mg de taninos/100g. De acuerdo con estos resultados
se concluye que los valores de digestibilidad in vitro de la proteina en sorgo
mostraron mayor variacién entre si, mientras que las pastas de oleaginosas tuvieron
menor variacion. La variabilidad de la composicién quimica de las materias primas
influy6 sobre la digestibilidad in vitro fue mas notoria en relacion con el contenido de
fibra. El acido fitico est4 presente en menor cantidad en los cereales que en las
oleaginosas. La pasta de soya es rica en factor antitripsico, mientras que en pasta
de canola las cantidades son minimas. El nivel de tanino de los sorgos depende de
las variedades estudiadas. En este modelo de estudio el contenido de factores anti
nutricionales presentes en las materias primas no afecto la digestibilidad in vitro de

las materias primas.

Palabras claves: caracteristicas quimicas, digestibilidad in vitro, materias primas,

proteina, factores anti nutricionales.
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SUMMARY
For animal nutrition to be efficient, it is necessary to know the chemical

characteristics and digestibility of the raw materials used in feed formulation. The
objective of this work was to evaluate the in vitro digestibility of protein and phytic
acid content in the main raw materials used in swine feed (corn, sorghum, soybean
meal, and canola paste), the antitrypsin factor (soybean meal and canola meal) and
tannins in sorghum. The in vitro, digestibility was chosen because this method is an
alternative to the in vivo method. Anti-nutritional factors can affect the digestion of
some nutrients, impacting the productive efficiency of pigs. The results show that the
average protein digestibility of corn was 85.64 + 2.42, sorghum 63.29 + 7.17,
soybean meal 90.01 + 2.67, and canola meal 77.39 £ 2.15. Regarding the phytic
acid content, in cornitwas 1.16 + 0.20, in sorghum 1.44 + 0.33 g phytate/100g, while
in soybean and canola meal 2.63 £ 0.26 and 2.74 + 0.54 g phytate/100g respectively.
As for trypsin inhibitory activity, this was higher in soybean meal 6.63 £ 0.49 mg of
pure trypsin inhibited/g, than in canola meal 0.29 + 0.02 mg of pure trypsin inhibited
/g, in the case of tannins in sorghum only in 10.3 % of the samples analyzed was
found the presence of tannins and the average was 0.36 + 0.30 mg of tannins/100g.
Under these results, it is concluded that the values of in vitro digestibility of protein
in sorghum showed greater variation among themselves, and compared with the
values reported in the literature, both sorghum and corn showed variation, while the
values obtained in the other raw materials soybean meal and canola meal are within
the range of the values reported in the literature, the variability of the chemical
composition of the raw materials influenced the in vitro digestibility was more visible
with the fiber content. As for the anti-nutritional factors, variation was observed in the
cereals, the level of phytates was higher in the oilseed meals, and the highest trypsin
inhibitory activity was present in the soybean meal, the tannins content was detected
in a low amount and only in a minority of samples analyzed, in this in vitro digestibility
study model, no adverse effect was observed with the content of anti-nutritional

factors present in the raw materials.

Key words: chemical characteristics, in vitro digestibility, raw materials, protein,
anti-nutritional factors.



l. INTRODUCCION

El mayor porcentaje de los costos de produccion de cerdos recae en la
alimentacion, que corresponde aproximadamente a un 70 - 75%, razoén por la que
las y los productores requieren llevar un buen control de las variables productivas,
identificacion de ingredientes disponibles para formular sus raciones y evaluacion
del alimento formulado para lograr una mejor eficiencia alimenticia. Los principales
cereales utilizados en México para la alimentacion de cerdos son el maiz y el sorgo,
son fuente de energia por su alto contenido de almidén, y como fuentes de proteina,
las pastas de semillas oleaginosas: de soya (Unica proteina vegetal considerada
como proteina completa), canola, ajonjoli, cartamo (Garcia-Contreras et al., 2012;
Renteria et al., 2021).

Por otra parte, los ingredientes utilizados para la formulacién de alimentos
tienen diversas caracteristicas fisicoquimicas, perfil e interacciones nutritivas, asi
como costos que limitan su utilizacion, por lo que se requiere evaluar el alimento
formulado para lograr una mejor eficiencia alimentaria. La proteina es un nutriente
relativamente caro y muchos paises dependen de fuentes de proteina importadas
para la alimentacion animal. También es importante analizar si las materias primas
contienen factores anti nutricionales que puedan producir un efecto negativo sobre
la digestibilidad de los aminoacidos (Garcia y De Loera, 2007).

Las pruebas de digestibilidad de proteina mas estudiadas son las “in vivo”,
pero son costosas, dificiles de realizar y la obtencion de respuesta es mas lenta.
Ademas, son cada vez mas criticadas por razones de bienestar animal y se cree
gue se intensificara esta presion. Por lo tanto, existe interés por el uso de métodos
in vitro rapidos y capaces para evaluar la digestibilidad de proteina en las materias
primas utilizadas en alimentos de cerdos. Estos métodos alternativos tienen un
margen de confianza aceptable y son de menor costo permitiendo la obtencién de
informacion sobre la disponibilidad de nutrientes presentes en las materias primas
(Fuller, 1991).

En el presente experimento se pretende evaluar la composicidn quimica, y la
digestibilidad in vitro del sorgo y el maiz, asi como de oleaginosas como la pasta de

soya y de canola utilizados en la alimentacién de cerdos. El estudio de digestibilidad

1



in vitro permite realizar una seleccion de acuerdo con sus valores de digestibilidad
evaluando su calidad nutricional de forma mas rapida (Zaefarian et al., 2021).

Es importante el analisis de factores anti nutricionales (fitatos, factor
antitripsico y taninos) en las materias primas estudiadas, ya que dependiendo de su
concentracion en el ingrediente es su interferencia con respecto a la utilizacion de
los nutrientes: los fitatos reducen la disponibilidad de minerales Ca, Zn y Cu, al
formarse complejos entre los grupos fosfato de la molécula del acido fitico con los
minerales y también pueden afectar la disponibilidad de los aminoacidos (Mateos et
al., 2019). El factor antitripsico se caracteriza por inhibir principalmente la actividad
de la tripsina y también causa pérdidas enddégenas sobre las mucosas digestivas.
Los taninos ocasionan astringencia, reduccion de la palatabilidad y disminucién de
la utilizacién de la energia y la proteina; por ello es necesario considerar el contenido
de estos factores en los ingredientes para tener en cuenta su efecto negativo al

formular un alimento (Serrano et al., 2009).



I. REVISION DE LITERATURA

2.1 Alimentacién del cerdo

La alimentacion representa entre un 70 - 75 %, de los costos totales de
produccion de cerdos, por ello debe considerarse una prioridad razén por la cuél es
necesario identificar ingredientes que mejoren la eficiencia alimenticia; debe estar
basada en dietas que contengan niveles nutricionales adecuados a la genética,
etapa fisiol6gica-productiva, estado sanitario de los animales y de la unidad de
produccion porcina, condiciones ambientales en donde estén alojados y al manejo

al que estén sometidos los mismo (Garcia-Contreras et al., 2012).

La alimentacién se define como la serie de normas o procedimientos a seguir
para proporcionar a los animales una nutricion adecuada, por lo tanto, se refiere a
lo que se ofrece de comer: alimentos, cantidades y presentaciones. LosS
componentes basicos de un alimento son: agua, proteinas, aminoéacidos,
carbohidratos, lipidos, minerales y vitaminas (Shimada, 2009). Dependiendo del
contenido de nutrientes, los ingredientes pueden ser clasificados en proteicos,

energeéticos, fibrosos, vitaminicos, minerales, aditivos y suplementos (NRC, 1994).

Por su parte, los ingredientes utilizados para la formulacion de alimentos
tienen diversas caracteristicas fisico-quimicas, perfil nutritivo e interacciones
nutritivas, nivel de inclusion, efectos productivos, asi como costos que limitan su
uso, el objetivo de formular una dieta es combinar diferentes ingredientes, de
manera tal que esa combinacién cubra las necesidades nutricionales de los cerdos
y contribuya a la rentabilidad de la unidad de produccion, considerando la etapa
fisiologica, peso, edad, sexo, potencial genético, estado de salud, época del afio,

objetivos productivos y de producto final (Garcia-Contreras et al., 2012).



Las fuentes de energia mas utilizadas para la alimentacion porcina son el
maiz y sorgo por su alto contenido de almidones, las grasas y/o aceites y los
subproductos agroindustriales como fuentes alternativas de energia por ejemplo
subproductos del arroz, del trigo y de cafia de azucar, también estan las fuentes
energeéticas altas en humedad como el platano y la yuca (Campabadal, 2009).

Los ingredientes utilizados como fuentes de proteina para los cerdos son
generalmente las pastas de soya, ajonjoli, cartamo, canola y alimento de gluten de
maiz (Renteria et al., 2021). El uso y tipo de estos ingredientes depende mucho de
la zona de produccion o de las facilidades y precio de importacion. En México como
consecuencia de las presiones para satisfacer el consumo de maiz por la poblacion
humana, la mayoria de las dietas se formulan en base a sorgo-soya (Renteria et al.,
2021).

La fraccién fibrosa de los ingredientes generalmente se hombra como fibra
dietética (FD), o solamente como fibra. La FD se define como el componente
dietético resistente a la degradacion por enzimas de los mamiferos, compuesto de
carbohidratos no digestibles (CND) y lignina. La lignina no se utiliza en el tracto
digestivo, mientras que los CND, que incluyen al almidén resistente (AR), los
oligosacaridos no digestibles (OND) y polisacaridos no amilaceos (PNS), son
componentes activos en la FD. EIl AR y OND son contenidos celulares de las
plantas, mientras que PNS vy lignina se derivan principalmente de las paredes

celulares de las plantas (Stephen et al., 2017).

Los componentes fibrosos de los alimentos tienen diferentes clasificaciones
segun sus métodos analiticos. En general, los tres tipos de fibra, que incluyen fibra
cruda (CF), fibra detergente neutro (FDN) y fibra dietética total (FDT), se miden
mediante el método quimico-gravimétrico, el método detergente (Se utiliza para
analizar el contenido de fibra en nutricion animal) (van Soest, 1963; van Soest y
Wine 1967) y el método enzimatico-gravimétrico, respectivamente (Agyekum vy
Nyachoti, 2017).



Una atencion especial debe ser dada a los ingredientes ricos en fibra
utilizados en la alimentacion de los cerdos, pues en general, las dietas ricas en FD
tienen un valor nutritivo menor para los animales monogastricos, incluidos los
cerdos, pues las enzimas digestivas de estos animales no son adecuadas para
degradar los polisacaridos no amilaceos (Bedford y Schulze, 1998). Por lo tanto, la
fraccion fibrosa debera ser fermentada por enzimas microbianas, lo que se realiza

en mayor parte en el intestino grueso de los cerdos (Li et al., 2021).

2.2 Alimentacion por etapas

Como se menciono anteriormente, la alimentacion de los cerdos debe cubrir
los requerimientos nutricionales especificos de cada fase fisiolégica en que se
encuentra los animales. Por lo tanto, la alimentacion del cerdo debe ser compatible
con el grado de madurez de su aparato digestivo, para promover su desarrollo

adecuado.

Generalmente los nutriélogos se basan en las recomendaciones de la publicacién

mas conocida a nivel mundial el NRC (NRC, 2012), por sus siglas en inglés.

A continuacion, se presentan algunos aspectos importantes de cada fase de

alimentacion de la especie porcina.
2.2.1 Cerdade reemplazo

Las cerdas jovenes requieren de una dieta especial con un contenido de 15
- 17% de proteina, 0.80% de lisina, 0.85% de calcio, 0.45% de fésforo aprovechable
y 3.3 Mcal/ kg de energia metabolizable. Esta dieta se suministra a libre voluntad
hasta que las cerdas alcancen un peso de 100 kg (Campabadal, 2009). La
alimentacion de las cerdas de reemplazo durante su crecimiento influye sobre la
edad a la que éstas inician su vida reproductiva (pubertad) y sobre el numero de
ovulos liberados (tasa ovulatoria) durante los primeros ciclos estrales, asi como a la
conformacion de su estructura Osea, muscular y grasa. De acuerdo con
investigaciones del INIFAP, la alimentacion de cerdas de reemplazo debe de iniciar
a partir de los 75 kg/120 dias de edad (Mejia et al., 2007).



2.2.2 Cerda gestante

La alimentacién de la cerda gestante sea joven o adulta debe de estar
perfectamente balanceada para proporcionar todos los requerimientos de
nutrimentos necesarios y optimizar los rendimientos productivos (Campabadal,
2009). Existen diferentes métodos de alimentacion, todos utilizan un sistema de
alimentacion restringida y la cantidad de alimento depende de la composicion de la
dieta y de la etapa de gestacion en que se encuentre la cerda, un método es el uso
de alimento balanceado que estd compuesto de una combinacion de granos, de
fuentes de proteina, de subproductos agroindustriales, vitaminas, minerales y
aditivos. En esta etapa se justifica principalmente el empleo de forrajes como el
ensilaje de maiz, alfalfa deshidratada, sorgo o pastos, pueden ser utilizados como

la racion completa de la cerda gestante (Renteria et al., 2021).

La racién debe tener una composicion de 14% de proteina, 0.65% de lisina,
0,90% de calcio, 0.40% de fosforo aprovechable y 2.8 a 3.0 Mcal/kg de energia
metabolizable. La cantidad de alimento que se proporciona es restringida y fluctia
desde 1.5 a 3.5 kg/dia, segun la etapa de gestacion (Campabadal, 2009). La
inclusion de fibra en la dieta de la cerda gestante ayuda a mitigar el impacto de la
restriccion alimenticia a la que es sometida, y mejora el consumo de alimento en

lactancia (Renteria et al., 2021).

2.2.3 Cerda lactante

La etapa de lactacion comprende del nacimiento del lechon hasta el destete,
por lo que su duracién depende del periodo de destete que varia de 21 a 28 dias.
En general, una disminucion en el aporte energético durante la lactacion no afecta
la produccion de leche, la cual es mantenida gracias a la movilizacion de las
reservas corporales maternas; sin embargo, si la restriccibn energética es
particularmente severa (6.5 vs 16.5 Mcal EM/dia) el crecimiento de las camadas se
reduce (Koketsu et al.,1996; Renteria et al., 2021).



Los aportes en aminoacidos se calculan en funcion del aporte de lisina, que
es el primer aminoé&cido limitante. Los aportes proteicos son expresados en cantidad
de proteina bruta o de lisina proporcionada en el alimento (Mahan et al.,1971). La
produccion de leche depende de la cantidad y calidad del alimento consumido
durante la lactacion, asi como de la capacidad de las cerdas para movilizar sus
reservas corporales. El nivel de ingestion de lisina y de energia metabolizable,

interactdan para influenciar la produccion lactea (Tokach et al., 1992).
2.2.3 Semental

Estos animales deben alimentarse en forma restringida, con las mismas
cantidades que se indican para cerdas gestantes con el sistema de alimento
balanceado restringido, ya que un exceso de consumo de energia puede
incrementar los problemas locomotores y disminuir su longevidad. Los sementales
seran jovenes hasta los 18 meses y posteriormente se consideran adultos para

propésitos de su alimentacion (de la Llata et al., 2006; Shimada, 2009).
2.2.5 Lechones destetados

El destete es uno de los eventos mas estresantes en la vida del cerdo,
predisponiéndolo a desoérdenes digestivos en el corto y mediano plazo, afectando
negativamente su productividad y su sobrevivencia. La formulacion de dietas de
iniciacion para lechones debe ser cuidadosa, pues requiere ser de excelente calidad
nutricional, ya que durante la lactancia el sistema enzimatico del lechoén, esta
adaptado para digerir los nutrientes de la leche, la absorcién de proteinas lacteas,
lactosa y lipidos (Reis de Souza y Mariscal, 1997). El cambio de la leche materna a
una dieta sélida basada en almidén y proteinas de origen vegetal, hace que el TGI
pase por un largo proceso de adaptacion, debido a que éste no esta preparado para
digerir dichos nutrimentos (Reis de Souza et al., 2012). El aislado de proteina de
soyay el concentrado de proteina de soya son materias primas bastante digestibles,
por lo tanto, se les puede recomendar como complementos proteinicos de las dietas

para lechones desde una temprana edad (Aguilera et al., 2006).



2.2.6 Alimentacién del cerdo en crecimiento — finalizacién

La formulacibn moderna de alimentos para cerdos, en lo que respecta al
aporte de macronutrientes, se basa en el uso de tres conceptos desarrollados en la
segunda mitad del siglo pasado. El primero es el de proteina ideal, el cual se refiere
a una proteina en la que todos los aminoacidos esenciales son co-limitantes para el
rendimiento productivo del cerdo. Es decir, el suministro de aminoacidos coincide
exactamente con su requerimiento y se toma como base al primer aminoacido

limitante que en los cerdos es lisina (Wang y Fuller, 1989).

El segundo es el uso en la formulacion de raciones del contenido de Energia
Neta de las materias primas, optimizando el uso de los nutrientes por parte del
animal al disminuir el uso de la proteina dietética como fuente de energia (Noblet et
al., 1993). El tercero es el uso de la digestibilidad verdadera de los aminoacidos
(Furuya y Kaji, 1991).

2.3. Digestibilidad de los alimentos

A medida que los cerdos se desarrollan en sus diferentes fases de produccion
el aparato digestivo va sufriendo cambios fisioldégicos que le permiten mejorar el
aprovechamiento de los alimentos. La digestibilidad es la fraccion de alimento
consumido que no aparece en las heces y, por lo tanto, se absorbe en el tracto
gastrointestinal (Osorio et al., 2012). La eleccion de los ingredientes que se emplean
en la nutricion animal en base a su calidad nutritiva expresada como digestibilidad,
es inversamente proporcional al desarrollo de la capacidad digestiva, 0 sea, a la
medida que los cerdos se desarrollan la necesidad de alimentos muy digestibles
disminuye.

La eficiencia con la que el cerdo utiliza la proteina del alimento ingerido
depende de la digestibilidad de ésta y de su perfil de aminoacidos, asi como del
contenido y equilibrio entre ellos en relacion con los requerimientos del animal

(Garcia-Contreras et al., 2012; van Milgen y Dourmad, 2015).

Para expresar la digestibilidad de los alimentos algunos autores diferencian
la digestibilidad aparente y estandarizada. La digestibilidad aparente no incluye los
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aportes metabdlicos y enddgenos provenientes de enzimas, células epiteliales,
células microbianas, metabolitos, entre otros, que llegan a la luz intestinal y son
excretados en las heces; mientras que en la digestibilidad estandarizada estas
fracciones de origen metabdlico y enddgeno se restan de la fraccion excretada en
las heces para la realizacion de los calculos (Osorio et al., 2012).

El programa de Investigacion en Nutricibn Porcina de la Universidad
Autonoma de Querétaro y del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias del CENID Fisiologia en Ajuchitlan, Querétaro, desarrollaron
en México la metodologia de estudio de la digestibilidad ileal de los aminoacidos,
asi como a la estimacion de las pérdidas enddgenas basales del nitrégeno vy
aminoécidos, tanto en lechones como en cerdos en crecimiento. Esto permitio
generar informacién sobre los coeficientes de digestibilidad ileal estandarizada de
los aminoé&cidos de los principales cereales utilizados en México: sorgo, maiz; y de
diversas fuentes de proteina: pasta de canola, de ajonjoli, de cartamo.

Estos coeficientes de digestibilidad son utilizados para formular las dietas
para cerdos, lo que repercute en el uso de las materias primas disponibles en el
mercado (Mariscal et al., 2009; Renteria et al., 2021). También se han realizado
analisis estadisticos de resultados de estudios de digestibilidad ileal aparente de la
proteina cruda y los aminoacidos en cerdos, asi como de otros datos sobre la
pérdida ileal enddégena basal de proteina cruda y aminoacidos de los alimentos
comunes (cereales, pastas de semillas oleaginosas) con la finalidad de generar un
conjunto de valores tabulados de la digestibilidad ileal aparente y estandarizada de

la proteina cruda y los aminoacidos esenciales (Pedersen y Boisen, 2002).

Los alimentos no pueden evaluarse Unicamente en términos de su digestion
general en el tracto gastrointestinal, una estimaciéon adecuada del valor nutritivo
requiere que el sitio y los productos finales de componentes particulares del proceso
digestivo deben separarse. Esto ha llevado al uso de métodos in vivo,
especialmente aquellos basados en el uso de animales modificados
quirargicamente, para ello se requieren instalaciones especiales, sin embargo,

estos métodos son caros y lentos, ademas, existe una creciente preocupacion por



el uso de animales para experimentos, por estas razones surge el interés por el
desarrollo de métodos in vitro para evaluar la digestibilidad de diversas materias
primas, con el fin de que estos métodos puedan utilizarse en laboratorios y se

obtengan resultados en menor tiempo y sean reproducibles (Fuller, 1991).
2.3.1 Digestibilidad in vitro

El principio del método utilizado para medir la digestibilidad in vitro de
nutrientes de los alimentos a nivel ileal y/o fecal; se basa en incubaciones con
enzimas en un sistema cerrado, para simular la digestion, a nivel del estbmago,
intestino delgado y de ciego, seguido de mediciones de nutrientes, por lo general de
material no digestible, Sin embargo, también puede basarse en mediciones de
nutrientes disueltos o digeribles. Estos métodos se pueden dividir en sistemas de
una, dos o multiples enzimas (Boisen y Eggum, 1991; Fuller, 1991; Ramos, 1995;

Boisen y Fernandez, 1995).

La mayoria de los métodos se utilizan para estimar la digestibilidad de un
solo nutriente, principalmente proteinas. El método enzimatico in vitro de dos pasos
con incubaciones de las enzimas pepsina y pancreatina se utiliza para estimar la
digestibilidad prececal de materia seca y nitrégeno. En un estudio realizado se
obtuvo una digestibilidad de nitrégeno en la pasta de soya de 92 % (Boisen y
Eggum, 1991). Mientras tanto, en otro estudio se encontraron los siguientes valores
de digestibilidad in vitro de nitrégeno: para el maiz 73 %, 80 % para la harina de
canola, 66% para el sorgo y 91 % para la pasta de soya (Furuya et al., 1979).

2.4 Maiz

El cultivo del maiz (Zea mays) es el cultivo mas importante para la economia
de México, es un alimento basico. México es también centro de origen y centro de
diversidad del maiz (Kato et al., 2009). Hoy en dia, el maiz puede crecer desde
ambientes aridos a humedos y desde ambientes templados a muy calidos,

basicamente en tierras tropicales y subtropicales (Ruiz et al., 2008).
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El amplio uso del maiz en la formulaciébn de dietas para animales es
razonable, considerando que, proporciona la méas alta tasa de conversion a carne,
leche y huevos comparado con otros granos que se usan con el mismo propadsito.
La composicion y el aporte de nutrientes del grano de maiz destinado a la
alimentacion animal lo hace una materia prima de alto valor energético (el mayor
entre los cereales), gracias a su alto contenido en almidén y grasa; representa una
buena fuente de acido linoleico (1,8% del total de extracto etéreo), acido graso

esencial en el metabolismo animal (Campos-Granados y Arce-Vega, 2016).

EL grano de los cereales estd compuesto por dos estructuras principales: el
pericarpio y la semilla. El pericarpio: es la cubierta del fruto, y forma una parte del
salvado, esta capa se divides en dos: una exterior, conocida como alas de abeja, y
otra interior formada por el endocarpio y una serie de células intermedias. El grano
de maiz estd compuesto por cuatro partes pericarpio, pedicelo, endospermo y
germen (Figura 1).

Capa de alew
(parte del endospermo,
Pero que se separa con

ENDOSPERMO  PERICARPIO

GERMEN

Figura 1. Estructura del grano de maiz (Martinez y Jiménez 2013).

La semilla se encuentra en el interior del pericarpio. La testa es la cubierta de
la semilla que les da el color a los cereales, y el endospermo que es la capa mas
interna, constituye el tejido nutritivo de los cereales, ademas es el lugar de reserva
de carbohidratos en forma de almidén, aunque también posee pequefias cantidades

de vitaminas, enzimas y acidos grasos.
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Dentro de la semilla se encuentra el germen o embridn, es la base de lipidos
de la que se extrae el aceite de los cereales. La capa de aleurona, junto con las

demas capas forma el salvado de los granos.

Las proteinas del grano del maiz después del almidon constituyen el
siguiente componente quimico del grano por orden de importancia. En las
variedades comunes, el contenido de proteinas puede oscilar entre el 8 y el 11 %
del peso del grano, y en su mayor parte se encuentran en el endospermo. La
fraccion nitrogenada del grano tiene una baja proporcion de proteinas metabolicas
solubles albuminas y globulinas (6%) y alta de proteinas de reserva: 40% de
glutelina y 54% de prolamina (Church et al., 2004).

En el Cuadro 1 se muestra la composicion quimica del grano maiz y de sorgo
reportado en las tablas de FEDNA estos valores nutricionales presentados se
refieren a los alimentos tal y como se les ofrecen a los animales, es decir, en su

forma natural con un contenido de humedad variable (de Blas et al., 2019).

Cuadro 1. Composicion quimica de maiz y sorgo (de Blas et al., 2019).

Nutrimento Maiz Sorgo
Materia seca (%) 86.4 87.0
Proteina cruda (%) 7.30 8.9
FDN (%) 9.0 8.8
Fibra cruda (%) 2.1 2.3
Cenizas (%) 1.1 1.1
Extracto etéreo 8%) 3.3 3.0
Almidon (%) 63.8 64.2
FDA (%) 2.8 4.5

2.5 Sorgo

Es uno de los principales alimentos energéticos empleados en la
alimentacion animal, debido a que este cereal tiene un alto porcentaje de almidén

(70%) y un porcentaje de proteina alrededor del 13.7%; sin embargo, su inclusion
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en el alimento elaborado puede contribuir a una reduccién en el desempefio

productivo a diferencia de otros cereales como el maiz (Liu et al., 2013).

Los granos de sorgo presentan las mismas deficiencias que los demas
granos, es pobre en calcio y carece de vitamina D, incluso en las variedades
amarillas es pobre en caroteno, rico en complejo B, y contiene mas niacina que el

maiz (Morrison,1991).

En la Figura 2 se muestra la estructura de un grano de sorgo que esta
compuesto por testa, endospermo corneo, endospermo harinoso, epicarpio
escutelo, embrion. ElI grano de sorgo esta constituido por: germen (10 %),

endospermo (84 %) y pericarpio o capa externa (6%) (Gomez et al., 2009).

Se considera similar al grano de maiz por su composicién quimica y su valor
nutritivo (Morrison, 1991).

Endosperma Area estilar

Corneo '\
‘\

Endosperma

Harinoso Testa

Escutelo .-*"

Embrion

Epicarpio

Figura 2. Estructura del grano de sorgo seccion longitudinal (Frederiksen, 1986).

El grano de sorgo principalmente esta compuesto por almidén que contiene
amilosa (polimero lineal) y amilopectina (molécula ramificada) (Serna-Saldivar y
Rooney, 1995). Generalmente en el grano la amilosa contiene un porcentaje de 24
hasta 33% (Beta et al., 2001). La barrera fisicoquimica que provoca una disminucién
en la actividad enzimatica de la amilasa es la matriz proteica de kafirinas en la cual

estan envueltos los granulos de almidon (Wong et al., 2009).

13



Wu et al., (2013) mencionan que los aminodcidos esenciales (lisina e
isoleucina) estan presentes en bajas cantidades en la proteina del sorgo por esta

razon tienen un limitado valor biolégico.

Las proteinas se clasifican de acuerdo con sus propiedades quimicas y
solubilidad, entre las clases més importantes se encuentran las albuminas (solubles
en agua), glutelinas (solubles en soluciones &cidas y basicas), globulinas (solubles
en solucion salina), y prolaminas con caracteristicas hidréfobas (solubles en alcohol)
(Branlard y Bancel, 2006).

Los componentes mencionados anteriormente se encuentran dentro de una
estructura denominada matriz proteica. En la Figura 3 Se observa una imagen en la
que se representa la estructura y organizacion de la matriz proteica formada en su
mayoria por glutelinas y en menores cantidades albuminas y globulinas (Seckinger
y Wolf, 1973; de Mesa-Stonestreet et al., 2010).

Las albuminas y globulinas (10 a 30% de la proteina total) contienen una
cantidad mas alta de lisina en comparacion con las prolaminas, mientras que las
glutelinas constituyen del 27.7 % (Taylor et al., 1985) hasta el 50% del contenido de
proteina (Beckwith, 1972; Bean et al., 2019).

Las kafirinas (prolaminas) se clasifican en funcion de su peso molecular y
solubilidad en a, B, y, y 0 (Belton et al., 2006). Las a-kafirinas son las mas
abundantes del total de kafirinas, sus pesos moleculares oscilan en un rango de
entre 23 a 25 kD, ademas contienen aminoacidos no polares. y se encuentran en
forma de mondémeros oligdmeros y polimeros. Las B en forma de monémeros y
polimeros y y kafirinas en forma de oligdmeros y polimeros. Ambas clases de
kafirinas exhiben una extensa reticulacion por enlaces disulfuro por lo que al
exponer al calor humedo o cocinar el grano de sorgo se forman agregados
indigeribles los cuales no se solubilizan por reduccion de enlaces disulfuro (Lasztity,
1996; Belton et al., 2006).
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. Granulo de almidén

#8% Matriz proteica de glutelina

Cuerpos proteicos y granulos de almidén
incrustados en la matriz proteica

Figura 3. Imagen de la matriz proteica del sorgo (de Mesa-Stonestreet et al.,
2010).

En las B -kafirinas el porcentaje va del 8 al 13%, su peso molecular es de 18
kDa, principalmente las constituyen los aminoacidos metionina y cisteina las y-
kafirinas su porcentaje es del 9 al 21%, su peso molecular es de 20 kDa y sus

aminoacidos mas abundantes son: prolina, cisteina e histidina (Belton et al., 2006).

Respecto a las &-kafirinas tienen secuencias de aminoacidos relacionadas
con las B, asi como con las y kafirinas sin embargo, son las menos caracterizadas
por lo tanto no se ha identificado su concentracion, pero su porcentaje es bajo, su
peso molecular es de 13 kDa y contienen metionina (Belton et al., 2006).

Mariscal et al. (2009) y Gomez. (2017) describen que la variacion de la
digestibilidad de la proteina en los diferentes sorgos depende de su perfil de
proteinas, ya que los sorgos con mayor proporcion de kafirinas y glutelinas tuvieron
una menor digestibilidad ileal de su proteina, lo cual se asoci6 a una mayor
secrecion de tripsina, ya que la secrecion de las enzimas digestivas responde a la

cantidad y tipo de sustrato.
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Dentro de los componentes quimicos a tomar en cuenta y que inciden en el
proceso digestivo de las dietas elaboradas con sorgo se encuentran los taninos
(Serrano et al., 2009). Son compuestos polifendlicos de alto peso molecular que
forman complejos estables con las proteinas y otros polimeros tales como pectinas,
celulosa y hemicelulosas (Mangan, 1988). Los efectos mas importantes de los
taninos se reflejan en su astringencia y en su poder para precipitar proteinas
(Mateos et al., 2019).

Los taninos varian de 0.02 % o no detectables a 6.32 %. La diferencia de
estos valores se debe a la variedad genética y a las condiciones agroecoldgicas
(clima, suelo, nivel de fertilizacion, etc.) en las que se produjeron los sorgos (Salinas
et al., 2006). Por su estructura y reactividad hacia los agentes hidroliticos los taninos
se clasifican en dos grupos: los taninos hidrolizables o acidos tanicos y los taninos
condensados (Reed, 1995; Avellaneda, 1999; Barros et al., 2012).

Los taninos condensados son los mas abundantes en el grano de sorgo y
ocasionan la mayoria de los problemas (astringencia, reduccién de la palatabilidad
y disminucién de la utilizacién de la energia y la proteina) relacionados con el
consumo de las variedades marrones de este cereal (Mangan, 1988; Barros et al.,
2012).

Los taninos condensados (proantocianidinas) son polimeros flavonoides
(polimeros de enlaces de flavo-3-ol mediante un enlace de carbon interflavano que
no lo hace susceptible a hidrélisis), pero pueden ser degradados oxidativamente en

acidos fuertes para producir antocianinas (Belmar y Nava, 2005).

Por otro lado, los taninos hidrolizables consisten en una fraccion de
carbohidratos en los que los grupos hidroxilos estan esterificados por ejemplo el
acido galico y el acido elagico de centros moleculares que consisten en

polialcoholes, tales como los azucares y los fenoles como la catequina.
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El B- penta-O-galoil-D-glucosa es el &cido tanico y es el compuesto modelo
para los taninos hidrolizables (Reed, 1995). Son compuestos facilmente
hidrolizables quimicamente o por accién de enzimas y muestran menores efectos

anti nutricionales que los taninos condensados (Mateos et al., 2019).

2.6 Pasta de soya

La soya fue clasificada por Linneo como de la familia Fabacea o Leguminosa,
del género Glycine y de especie G. max. originaria de Asia, la soya es la oleaginosa
de mayor importancia en el mundo, tanto por los volimenes comercializados como
semilla, como por los importantes subproductos que se obtienen, los que forman
parte de una de una larga serie de cadenas agroindustriales (FAOSTAT, 2014;
Gonzéalez et al., 2021).

La pasta de soya es un subproducto obtenido después de la extraccion del
aceite por presion o solventes en las semillas de soya, con reincorporacion parcial
de la cascarilla (Sauvant et al., 2004). Existen 3 tipos de pasta de soya, segun el
contenido garantizado de proteina y grasa, tenemos harina de soya del 46, del 48 y
del 50 las cuales contienen un 43.3 %, 45.3% y 47.2% de PC, respectivamente
(Macgregor, 1989; Sauvant et al., 2004).

En promedio la pasta de soya contiene de 42 a 48% de PC, 1 a 5% de EE, 3
a7%de FC, 7 a 12% de FDN, 5 a 9% de FDA, 0.20 a 0.30% de CA, 0.60 a 0.70%
de P y de 75 a 78% de TND, dependiendo el tipo de harina (Macgregor, 1989). En
el Cuadro 2 se describe la composicion quimica de la pasta de soya y de la pasta
de canola, estos valores nutricionales presentados se refieren a los alimentos tal y
como se les ofrecen a los animales, es decir, en su forma natural con un contenido

de humedad variable.
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Cuadro 2. Composicion quimica de pasta de soya y pasta de canola (de Blas
et al., 2019).

Ingrediente Pasta de soya Pasta de canola
Materia seca (%) 88.2 88.5
Proteina cruda (%) 47.0 36.0
FDN (%) 9.5 26.8
Fibra cruda (%) 4.6 12.6
Cenizas (%) 6.3 6.9
Extracto etéreo (%) 1.9 2.2
FDA (%) 7.2 19.8
Lignina (%) 0.4 6.5

2.7 Pasta de canola

La canola es la semilla de la colza (Brassica napus y Brassica campestris),
gue ha sido modificada genéticamente por medio de técnicas tradicionales de
cruzamiento para tener niveles bajos de &cido erucico (< 2%) en el aceite y de
glucosinolatos (< 30 umol/g) en la pasta. Los glucosinolatos se redujeron debido a
Su impacto negativo en su palatabilidad y efectos tdxicos en especies de animales
(Canola Council, 2015).

La pasta de canola se obtiene de la semilla de ésta, que es pequefia y
redonda de 1-2 mm de diametro. La canola contiene aproximadamente de 42 a 43%
de aceite que se extrae como aceite comestible de primera calidad (Hickling, 2001),
la cual ha aumentado su demanda por su alto contenido de &cido linoleico (Rojo et
al., 2001; Parra, 2003).

Al extraer el aceite, la pasta de canola queda con un alto porcentaje de
proteina cruda (35-40%) y con un buen balance de aminoacidos. Aunque tiene
menor contenido de proteina cruda (9-13 unidades porcentuales) que la pasta de
soya y un menor contenido de lisina, sin embargo, la concentracion relativa de
treonina y de aminoacidos azufrados (metionina + cisteina) es mayor en la pasta de

canola (Canola Council, 2015).
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En la pasta de canola, la matriz de carbohidratos es bastante compleja y el
nivel del almidén, azucares libres y polisacaridos no amilaceos, alcanzan un total
del 15%. Sin embargo, parece ser que estos carbohidratos estan protegidos por
paredes celulares. Esta pasta contiene el doble de fibra (12%) que la pasta de soya,
por lo que tiene una menor cantidad de energia digestible (2.6 Mcal/kg) (Rojo et al.,
2001; Parra, 2003).

2.8 Factores anti nutricionales (FAN)

Los FAN son sustancias naturales no fibrosas generadas por el metabolismo
secundario de las plantas, como un mecanismo de defensa ante el ataque de
mohos, bacterias, insectos y pajaros, o en algunos casos, productos del
metabolismo de las plantas sometidas a condiciones de estrés, que al estar
contenidos en ingredientes utilizados en la alimentacion de animales ejercen efectos
contrarios a su Optima nutricion, reduciendo el consumo e impidiendo la digestion,

la absorcidn y la utilizacion de nutrientes por el animal (Belmar y Nava, 2005).

La presencia de FAN (factor antitripsico, acido fitico, taninos, etc.) reducen la
disponibilidad biolégica y la digestibilidad de uno o mas nutrientes, ocasionando
disminucién del consumo de alimento, eficiencia reproductiva y respuesta inmune

(Brenes y Brenes, 1993).

Los inhibidores de las proteasas son proteinas capaces de reaccionar con
las enzimas proteoliticas. Son mejor conocidos como inhibidores de la tripsina,
aunque inhiben muchas otras enzimas como: quimotripsina, elastasa, plasmina,
trombina, carboxipeptidasa, catepsina, amilasas y pepsina entre otras (Brenes y
Brenes, 1993). El factor anti nutricio dominante en la pasta de soya es la actividad

inhibitoria de tripsina, en la pasta de canola el acido fitico (Aguilera, 2014).

El acido fitico es un componente esencial de las semillas donde constituye
una reserva de P y otros minerales que se liberaran durante la germinacién. Fue
descrito por primera vez por Pasternak en 1903 y consiste en una molécula de
inositol con 1 a 6 grupos ortofosfato unidos mediante enlaces éster, tiene un alto
potencial quelante, forma sales insolubles a pH neutro con numerosos cationes di y
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trivalentes (Ca, Mg, Zn, Co, Fe, Mn, Cu) impidiendo su absorcion a nivel intestinal,
también puede formar complejos insolubles con proteinas y almidén, su interaccion

con proteinas es de tipo ionico (Wodzinski y Ullah, 1996).

Es un compuesto con actividad anti nutricional, debido a su capacidad de
formar complejos insolubles con minerales y proteinas convirtiéndolos en no
asimilables por el organismo bajo condiciones fisiologicas, es decir el fésforo del
acido fitico no es disponible para el hombre y animales monogastricos debido a que
éstos no cuentan con fosfatasas enddgenas (fitasas) que sean capaces de liberar

el grupo fosfato de la estructura del fitato (Martinez et al., 2002).

La variabilidad existente en las concentraciones de los FAN y en su actividad
justifica en gran medida la necesidad de evaluar diferentes procesos. Se ha
confirmado plenamente que el tratamiento térmico mejora el valor nutritivo de las
proteinas vegetales. El mecanismo de accidn de este fendmeno puede estar basado
en que facilita el acceso de las enzimas digestivas a los nutrientes, especialmente
a las proteinas. A su vez, la efectividad de estos tratamientos depende de una
combinacion de factores que se relacionan con la temperatura, el tiempo, el tamafio
de la particula del alimento, la humedad inicial y la cantidad de agua afiadida

durante el proceso de calentamiento (Brenes y Brenes, 1993).

2.9 Control de calidad de materias primas

El control de calidad de las materias primas y del alimento elaborado es
importante en la industria productora de alimentos para animales, debido a que ellos
demandan el aporte de nutrimentos que les permita manifestar su potencial
productivo (Black, 2000). Este control tradicionalmente se ha realizado utilizando

determinaciones quimicas, las cuales requieren personal capacitado (AOAC, 1990).

El estudio de los alimentos es un tema de mucha importancia, sin embargo,
existen varias formas de estudiarlos, como es su composicion quimica, palatabilidad
y digestibilidad (Flores, 1981; Cullison, 1983).
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La composicion de los alimentos debe ser la base sobre la cual se decidan
los ingredientes que deben emplearse y combinarse para producir alimentos
balanceados. Una dieta balanceada debe contener alimentos energéticos y

proteicos, asi como suplementos minerales y vitaminicos (Shimada, 2009).

En la actualidad existe una gran competencia para la produccion de alimentos
para animales destinados al consumo humano, por lo cual los estudios sobre los
alimentos son indispensables, con el fin de formular dietas adecuadas para la
produccion eficiente de leche, carne, huevo y lana en las diferentes especies

pecuarias (Maynard et al., 1998; Renteria et al., 2021).
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1. HIPOTESIS

La digestibilidad in vitro de la proteina de alimentos proteicos como la pasta
de soya y pasta de canola es mayor que la de los energéticos como el maiz y
sorgo, y no se ve afectada por la cantidad de los factores anti nutricionales

presentes en estas materias primas.

V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

Evaluar la asociacion entre la composicion quimica, y la digestibilidad in vitro de

materias primas utilizadas en la alimentacion de cerdos.
4.2 Objetivos especificos:

e Verificar la composicion quimica de la pasta de soya, pasta de canola, maiz
y sorgo en funcién de sus contenidos de Materia seca (MS), Materia organica
(MO), Fibra detergente neutra (FDN), Fibra detergente acida (FDA), Cenizas,
Energia y Extracto etéreo.

e Determinar la digestibilidad in vitro de la Proteina (DIVPC), Materia seca
(DIVMS) y Materia organica (DIVMO) de la pasta de soya, pasta de canola,
maiz y sorgo.

e Determinar el contenido de factores anti nutricionales (Fitatos, Factor

antitripsico y Taninos) en las materias primas estudiadas.
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V. MATERIAL Y METODOS

El protocolo del presente trabajo fue evaluado por el Comité de Bioética de
la Facultad de Ciencias Naturales y fue registrado con el nimero 96 FCN 2022.

Las muestras de maiz, sorgo, pasta de soya y pasta de canola se obtuvieron
en el CENID - Fisiologia, Ajuchitlan, Querétaro, México del Instituto Nacional de

Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias.

5.1 Composicion quimica

Los andlisis quimicos de las materias primas se realizaron en el Laboratorio
del INIFAP, Ajuchitlan, Querétaro, y en el Laboratorio de Nutricion Animal de la

Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Auténoma de Querétaro.

Se evaluaron 30 muestras de pasta de soya (PS), 30 de pasta de canola
(PCA), 29 de sorgo (SO) y 28 de maiz (M), de diferentes procedencias, las cuales
se molieron a través de una malla de 1 mm. Se les determiné el contenido materia
seca (MS) utilizando una estufa a 100° C. La cantidad de proteina cruda (PC) se
determind por el método de Kjeldahl (AOAC, 1990) y la cantidad de materia organica
(MO), por diferencia de MS y cenizas, Fibra detergente neutra de materia organica
FDN_MO, Fibra detergente 4cida de materia organica FDA_MO, (van Soest, 1963;
van Soest y Wine 1967). Extracto etéreo (AOAC, 1995) y Energia bruta analizé en
una bomba calorimétrica adiabatica 1281, Parr, Moline, IL. (datos reportados por el
laboratorio del INIFAP).

5.2 Digestibilidad in vitro

Se determiné la Digestibilidad in vitro de PC, MS y MO utilizando una técnica
enzimatica de dos pasos, adaptando la metodologia propuesta por (Boisen y
Eggum,1991). La adaptacion del protocolo antes mencionado se hizo a través del
uso del equipo Daisy Incubator en remplazo de la utilizacion de matraces (ver anexo
9.1). Se realizaron incubaciones in vitro con condiciones de temperatura y pH

controlados, para que se desarrollara el proceso de digestion de manera similar al
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que ocurre en el estbmago e intestino delgado de los cerdos (pasos 1y 2,
respectivamente). Se utilizé la enzima pepsina seguida de pancreatina y una vez
realizada la digestion se estimo la digestibilidad de proteina cruda, materia seca y

materia organica a partir de los nutrientes no solubilizados.

5.3 Factores anti nutricionales

5.3.1 Factor antitripsico

Para las muestras de pasta de soya y pasta de canola se evalu¢ la actividad
inhibitoria de tripsina empleando una solucion de tripsina (Sigma T-7418) y L-
BAPNA como sustrato (Sigma B-4875). En esta determinacion el inhibidor de
tripsina presente en el extracto de muestra formé un compuesto con la tripsina, esta
reaccion es de tipo molecular y permitié determinar el inhibidor de tripsina total, éste
se mide con respecto a la cantidad inhibida de tripsina expresada en términos de
unidades de tripsina, se determina por el aumento de absorbancia a 385 nm por ml
de la mezcla de reaccién de la muestra, el procedimiento utilizado fue el de la técnica
descrita por Kakade et al. (1974) modificada por Smith (1980) y Stauffer (1990).

5.3.2 Acido fitico

En las muestras de maiz, sorgo, pasta de soya y pasta de canola, se
determiné el &cido fitico como fitato de sodio. Se pes6 0.5 g y se obtuvo un extracto
de la muestra en una solucién acida, todos los reactivos empleados se prepararon
con agua desionizada. Del extracto de muestra obtenido se preparé una dilucion,
se prepararon alicuotas de la dilucién y se le adiciono el reactivo de Wade (reactivo
empleado para la deteccidén de fitatos), se mezclé y se centrifugé para medir la
absorbancia del complejo formado en esta reaccion, mediante una determinacién
colorimétrica en un espectrofotometro a 500 nm. También se realiz6 una curva
estandar de una concentracion conocida de fitato de sodio y se hizo extrapolacion
de los datos de las muestras analizadas (Vaintraub y Latpewa, 1988, modificado por
Gao et al. 2007).

24



5.3.3 Taninos

La determinacion de taninos condensados en el sorgo se realizé mediante la
técnica de la vainillina, el principio de esta se basa en la sustitucion de un grupo
hidroxilo fendlico por vainillina, la reaccion de la vainillina y los taninos da un
producto de condensacion de color rojizo que se mide espectrofotométricamente a
492 nm. Se utilizd6 metanol para obtener el extracto de muestra, se hizo una curva
de un estandar conocido (catequina), los extractos de muestra se protegieron de la
luz, se aplico la metodologia y se incubaron para que ocurriera la reacciéon de la
vainillina con los taninos, se realiz6 la lectura en un espectrofotometro a una longitud
de onda de 492 nm, después se hizo la extrapolacién los datos de las muestras
analizadas contra la curva estandar de catequina (Price et al., 1978).

5.3.4 Andlisis estadistico

Para comparar las medias de cada grupo de materia prima estudiada se
empledé una prueba de ANOVA de una via para determinar las diferencias
significativas entre las medias por materias primas empleando el paquete
estadistico SPSS (IBM SPSS Statistics 27). Se consideré el valor de P < 0.05 para

determinar las diferencias entre las medias de cada conjunto de materias primas.
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VI. RESUTADOS Y DISCUSION

6.1 Composicion quimica

Los resultados de la composicibn quimica de las materias primas se

encuentran en los Cuadros 3, 4, 5, y en la Figura 4.

6.1.1 Materia seca, materia organicay cenizas.

En los Cuadros 3 y 4 se describen los resultados obtenidos de las muestras
analizadas, se puede observar que los valores promedio de materia seca, materia
organicay cenizas fueron similares entre el maiz y el sorgo; mientras que los valores
promedio de materia organica y de cenizas (contenido de minerales) para pasta de

soya y pasta de canola si presentaron una diferencia estadistica.

Cuadro 3. Materia seca.

Materia MATERIA SECA (%)
prima Media Minimo Maximo Desviacion
Estandar
M(n=28) | 89.51% | 86.95 91.62 1.41
SO (n =29) 89.3432b 84.98 91.64 1.63
PS (n =30) 90.532cd 89.90 93.80 1.53
PCA (n= 30) 90.93¢ 88.39 94.73 2.06

M= Maiz, SO= Sorgo, PS= Pasta de soya, PCA= Pasta canola.

abed | jterales en la misma columna son diferentes estadisticamente.

En la fraccidén de la materia seca se encuentran presentes los nutrientes de
un alimento diferentes del agua. Sus componentes pueden clasificarse en materia
organica y en materia inorganica; la materia organica esta conformada por
carbohidratos, materia nitrogenada, lipidos y vitaminas; mientras que la materia
inorganica esta compuesta por los minerales. Es importante expresar el contenido
de nutrientes en base seca, debido a que en esa fraccion se encuentran los
nutrientes que va a consumir el animal, considerando que los alimentos presentan

un porcentaje variable de humedad (Mendoza et al., 2022).
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Cuadro 4. Materia organicay cenizas.

Materia prima MATERIA ORGANICA BS (%) CENIZAS (%)

Media Min Max DS Media | Min Max DS
M (n = 28) 98.702 97.46 |99.13 | 0.37 | 1.30? 0.87 2.54 0.36
SO (n =29) 98.602 97.64 |98.98 |0.28 | 1.402 1.02 2.36 0.28
PS (n =30) 93.68¢ 93.06 |94.46 | 041 |6.32° 5.54 6.94 0.41
PCA (n =30) 92.30¢ 88.90 |94.00 |1.19 | 7.70¢ 6.00 111 1.19

M= Maiz, SO= Sorgo, PS= Pasta de soya, PCA= Pasta canola, DS= Desviacion estandar.
abed | jterales en la misma columna son diferentes estadisticamente. (A)= M; (B)= SO; (C)= PS; (D)= PCA

Min: valor minimo; Max: valor maximo.

Respecto a los valores obtenidos de las variables materia organica y cenizas en
sorgo y maiz generalmente presentan valores similares, ya que se consideran
alimentos analogos (Morrison, 1991). En el caso de la pasta de canola y pasta de
soya los valores promedio de materia seca son similares, sin embargo, los valores
de materia organica y cenizas son diferentes estadisticamente debido a que su

composicién quimica es diferente (de Blas et al., 2019).
6.1.2 Fibra detergente neutray Fibra detergente acida.

En el Cuadro 5 se puede observar que los resultados obtenidos de FDN en
pasta de soya y sorgo fueron similares (9.56 % y 10.3%, respectivamente) P>0.05.
Mientras que el maiz tiene el contenido mas bajo y la pasta de canola por lo contrario
tiene el valor mas alto de las materias primas estudiadas. En el caso de los valores
promedio de FDA fueron diferentes estadisticamente (P < 0.001), la cantidad de
FDA en un alimento es un indicador de digestibilidad; es decir entre mas bajo sea
el valor de FDA indica que la fibra en el alimento es mas soluble y facil de digerir, la
materia prima con el menor contenido fue el maiz, mientras que la pasta de canola

presento el contenido mas alto de FDA.
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Cuadro 5. Fibra detergente neutra y fibra detergente acida en la Materia

Organica
Materia FDN MO (%) FDA MO (%)
rima
P Media | Min Max DS Media Min Max DS
M (n = 28) 8.012 6.14 | 10.72 1.30 3.302 1.68 5.01 0.73

SO (n =29) 10.37* | 7.66 | 17.87 2.44 5.08° 3.60 7.19 0.79
PS (n =30) 9.56" | 7.11 | 13.01 1.71 6.90° 4.70 9.91 1.39
PCA (n=30) | 25.64° | 21.95 | 35.90 2.51 21.09¢| 18.77 | 27.41 | 2.23

abcd Literales en la misma columna son diferentes estadisticamente.

M= Maiz, SO= Sorgo, PS= Pasta de soya, PCA= Pasta canola, DS= Desviacién estandar.

Min: valor minimo; Max: valor maximo.

El contenido de FDA en maiz, sorgo, y pasta de soya es bajo, esto coincide
con los resultados obtenidos en este estudio. Se puede explicar porque
generalmente los cereales contienen una gran cantidad de carbohidratos en forma
de almidén y una baja cantidad de FDA (Church et al., 2004) y la pasta de soya es
un subproducto obtenido después de la extraccidén del aceite en las semillas de soya
y sélo tiene una reincorporacion parcial de la cascarilla; y debido a esto su contenido
es bajo (Sauvant et al., 2004). Sin embargo, el valor elevado de FDA (21.09%) en
la pasta de canola se atribuye a su matriz compleja de carbohidratos, compuesta de
almiddn, azucares libres y polisacaridos no amilaceos (Rojo et al., 2001; Parra,
2003).

El contenido de FDN y FDA son factores importantes a considerar en la dieta
de los cerdos, ya que si su inclusion es alta puede disminuir la digestibilidad de
proteina y carbohidratos afectando su salud y productividad. Esto sobre todo en
animales jovenes cuyo intestino grueso es inmaduro y su microbiota no esta bien
desarrollada y por lo tanto, la capacidad de fermentacion de la fibra es baja. Los
animales adultos como las cerdas tienen una mayor capacidad de fermentacion que
los cerdos en crecimiento, lo que se atribuye a la diferencia en el desarrollo intestinal

y a una mayor poblacion de microorganismos intestinales (Li et al., 2021).
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6.1.3 Proteina cruda

En la Figura 4 se muestran los resultados del analisis de proteina cruda de
maiz, sorgo, pasta de soya y pasta de canola. El contenido de proteina cruda del
maiz y del sorgo fue similar (P>0.05), mientras la de pasta de soya fue mayor que

la de canola (P<0.001) ambas tienen un alto valor proteico.

Los resultados fueron los esperados pues la pasta de soya y canola se
clasifican como proteicos, cuya definicidn corresponde a alimentos que poseen un
porcentaje = 18 %. Mientras que el maiz y sorgo son cereales considerados

alimentos energéticos que contienen menos del 18 % de proteina (NRC, 2012).

Los valores reportados en las tablas del NRC (2012) se utilizan como una
referencia de los nutrientes que contienen las materias primas empleadas en la
alimentacion animal. Los resultados obtenidos en el laboratorio fueron parecidos a
los reportados en tablas. Valores de proteina cruda de tablas de referencia: maiz
8.24 + 0.93, sorgo 9.36 + 1.10, pasta de soya 47.73 £ 2.30 y para pasta de canola
37.50 = 3.01 (NRC, 2012). Las diferencias entre los valores obtenidos de las
materias primas y los valores reportados en tablas se pueden atribuir a la calidad
de los suelos, variedades empleadas para cultivo, ademas de una correcta
fertilizacion que es determinante para la calidad de los alimentos producidos (FAO,
2015).

Proteina cruda

48.30° + 1.20
A4 37.75¢+1.27
7.572+1.57.812+£0.98
-
> 4
Maiz Sorgo Pasta soya Pasta canola

Maiz ®Sorgo Pasta soya M Pasta canola

Figura 4. Contenido de proteina cruda en base seca de las materias primas.
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En el caso de las pastas de semillas oleaginosas al ser un subproducto, las
diferencias de su contenido de proteina; también, se pueden atribuir al proceso
empleado en la extraccion del aceite por presion o solventes en las semillas
(Macgregor, 1989).

6.1.4 Extracto etéreo y energia

En general los valores promedio de extracto etéreo fueron diferentes
estadisticamente (P < 0.001). El maiz es una materia prima de alto valor energético
por su contenido de almidon y lipidos. En el Cuadro 6 se observa que el valor mayor
de extracto etéreo lo obtuvo el maiz (4.01) y el valor menor fue para la pasta de
soya (0.69). En el caso de la energia los valores fueron similares en los cereales (P
> 0.05), a su vez entre las pastas de semillas oleaginosas también hubo similitud (P
=0.31).

Cuadro 6. Extracto etéreo y Energia.

Maf[eria Extracto Etéreo (%) Energia (%)

prima Media | Min | Max DS Media Min Max DS
M 4,012 | 2.23 | 7.09 | 0.94 | 4450.61% | 4395.19 | 4490.15 | 37.74
(SnO_ = 2.86° | 0.97 | 4.67 | 0.71 | 4451.78% | 4277.10 | 4644.28 | 77.64
I(DnS_Zg) 0.69° | 0.00 | 1.62 | 0.43 | 4694.83 | 4586.62 | 4832.47 | 64.16
EPanAzz; 1.55% | 0.74 | 3.07 | 0.56 | 4663.67° | 4504.87 | 4830.94 | 88.15
n=

abcd Literales en la misma columna son diferentes estadisticamente.
M= Maiz, SO= Sorgo, PS= Pasta de soya, PCA= Pasta canola, DS= Desviacion estandar.

Min: valor minimo; Max: valor maximo.

Los resultados de extracto etéreo de este estudio indicaron estar en el rango
de los valores reportados en la literatura (NRC, 2012). La pasta de soya contiene
baja cantidad de extracto etéreo y la pasta de canola también, aunque si observé
una variacion entre valores en las materias primas, esto se debe al proceso de
obtencion del aceite de las semillas, en el cual se redujo considerablemente

quedando solo una minima cantidad de aceite (NRC, 2012).

30



Para la variable energia en las muestras analizadas los resultados fueron
similares para maiz, sorgo (4450.61 y 4451.78 Kcal/kg), mientras que en tabla de
NRC (2012) se ha reportado un valor de sorgo mayor que en el maiz (3987, 4860
Kcal/kg); la diferencia de estos valores puede deberse a la variedad genética y a las
condiciones agroecoldgicas (clima, suelo, nivel de fertilizacién, etc.) en las que se

produjeron los cultivos (Salinas et al., 2006).
6.2 Digestibilidad in vitro

6.2.1 Digestibilidad in vitro de materia seca y de materia organica

La digestibilidad in vitro de la materia seca y materia organica de las materias
primas evaluadas se muestran en el Cuadro 7. Al hablar de la digestibilidad in vitro
de la materia seca se hace referencia a todos los nutrientes presentes, mientras que
si se trata de digestibilidad in vitro de la materia organica no se toma en cuenta los

minerales que contiene la materia prima.

La digestibilidad de la materia seca fue estadisticamente diferente en todas
las materias primas (P < 0.001); sin embargo, el maiz tuvo el valor promedio mas
alto (80.10) debido a que los carbohidratos en forma de almidon que contiene son
mas faciles de digerir y su cantidad de fibra es baja. La digestibilidad de pasta de
soya, sorgo y pasta de canola fue (73.64, 69.45 y 54.65 respectivamente), en
general los componentes que integran la materia seca fueron estadisticamente

diferentes.

Los valores promedio de la digestibilidad in vitro de la materia organica fueron
similares con sus respectivos valores de digestibilidad materia seca. Para él caso,
de sorgo y pasta de soya para digestibilidad in vitro de la materia organica tampoco

presentaron diferencias estadisticas entre ellos (P > 0.05).
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Cuadro 7. Digestibilidad in vitro de materia seca y de materia orgénica.

Materia prima DIVMS (%) DIVMO (%)
Media | Min Max DS Media | Min Max DS
M (n=28) 80.10* | 71.15 | 89.87 | 4.33 | 80.03* |66.22 |90.40 |5.15
SO (N=29) 69.45° | 56.02 | 82.93 |6.42 |68.83" |54.63 |83.30 |7.77
PS (n=30) 73.64° | 67.31 | 78.66 |2.49 |72.10° |6591 |77.87 |281
PCA (n=30) 54.659 | 50.77 |58.86 | 1.63 |52.07¢ |44.46 |56.20 |2.45

DIVMS = Digestibilidad in vitro de la Materia Seca, DIVMO = Digestibilidad in vitro de la Materia Orgéanica.
M= maiz, SO=sorgo, PS= pasta de soya, PCA= pasta de canola, DS= desviacién estandar.
abed | jterales en la misma columna son diferentes estadisticamente.

Min: valor minimo; Max: valor maximo.

6.2.2 Digestibilidad in vitro de la proteina cruda (DIVPC)

La digestibilidad in vitro de la proteina cruda de las materias primas

evaluadas se muestra en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Digestibilidad in vitro de proteina cruda.

Materia prima DIVPC
Media Minimo Méaximo DS
M (n = 28) 85.642 79.73 88.96 2.42
SO (n =29) 63.29° 46.55 80.06 7.17
PS (n=30) 90.01° 84.21 93.81 2.67
PC (n=30) 77.38¢ 73.94 83.26 2.14

DIVPC = digestibilidad in vitro de la Proteina Cruda.
M= Maiz, SO= Sorgo, PS= Pasta de soya, PC= Pasta canola, DS= Desviacién estandar, DIVPC= P<0.001

abcd Literales en la misma columna son diferentes estadisticamente.

Los valores obtenidos de digestibilidad in vitro de la proteina de las materias
primas analizadas (pasta de soya, pasta de canola) estan dentro del rango normal
de los valores reportados en la literatura: 91 % para la pasta de soya y 80 % para la
pasta de canola segun Furuya et al. (1979); 83% para la pasta de canola'y 92 %
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para la pasta de soya de acuerdo con Boisen y Eggum (1991) y Dominguez et al.
(1996). Para el maiz 78.25 % y sorgo 50.07% segun Capetillo et al. (2001). En los
cereales si se observé variacion en los valores obtenidos en el presente estudio: el
porcentaje obtenido fue mayor en el caso del maiz, comparado con los valores
reportados por Furuya et al. (1979) para el maiz 73 %, 66% para el sorgo.

6.3 Factores anti nutricionales

6.3.1 Acido Fitico
El acido fitico se determiné como fitato de sodio, a continuacion, se muestran

los valores promedio para cada materia prima (Cuadro 9). Para maiz y sorgo el
contenido de fitatos fue menor en ambos cereales que en las pastas de semillas de

oleaginosas, en las cuales la concentracion promedio de fitatos fue el doble.

Cuadro 9. Contenido de fitato de sodio en las materias primas

Materia prima Fitato de Min Max DS

sodio

(9/100)
Maiz (n = 28) 1.162 0.61 1.47 0.20
Sorgo (n = 29) 1.44° 0.86 2.14 0.32
Pasta de soya (n = 30) 2.60° 2.12 3.06 0.56
Pasta de canola (n = 30) 2.74° 1.99 3.70 0.27

abc | jterales en la misma columna son diferentes estadisticamente.
DS= Desviacién estandar.

Min: valor minimo; Max: valor maximo.

Se hizo la comparacion de medias del contenido de fitatos en las materias
primas analizadas. Las medias del contenido de fitatos en maiz y sorgo fueron
diferentes estadisticamente (P= 0.03), mientras que las medias de la pasta de soya
y pasta de canola no presentan diferencias estadisticas entre ellas (P= 0.29), pero

fueron diferentes comparadas al maiz y el sorgo.
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En la Figura 5 se presentan los valores de fitatos en donde se muestra la
densidad de los mismos. En esta grafica de densidad se representa la distribucion
de los valores promedio de cada una de las materias primas maiz, pasta de soya,
pasta de canola y sorgo, el ancho de cada imagen en la gréfica indica el rango del
intervalo, mientras que el &rea muestra la poblacién de datos que pertenecen a esa
categoria y la altura indica la distribucion de los valores cuantitativos a lo largo del

intervalo.

100% Materia Prima
Maiz
Pasta_de_Canola
Pasta_de_Soya
Sorgo

Densidad

Figura 5. Densidad de valores del contenido de fitato de sodio.

El contenido de fitato de sodio en pasta de soya fue de 2.6 g/100 de alimento,
mientras que en pasta de canola 3.7 g/100 (Aguilera, 2014). El valor reportado por

(Canola Council, 2015) para la canola es de 2.3 g/100 de alimento.

En general las pastas de semillas oleaginosas tienen niveles de &cido fitico
mas elevados que van desde 1.7 a 4.8 % de fitatos (Martinez et al., 2002). Los
valores de fitatos en el presente trabajo fueron mas altos, en las pastas de
oleaginosas que, en los cereales, debido al proceso empleado en la obtencion de
las pastas después de la extraccion del aceite es l6gico que los demas componentes
presentes se concentren. Los fitatos tienen la capacidad de formar complejos: fitato-
mineral-proteina, por lo tanto, tienen un efecto negativo en la digestion y absorcion
de minerales como calcio, magnesio, fosforo zinc (Brenes y Brenes, 1993; Belmar
y Nava, 2005).
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6.3.2 Factor inhibidor de tripsina

La pasta de soya present6 un nivel mas alto del factor inhibidor de tripsina
(Cuadro 10), siendo uno de los factores anti nutricionales mas importantes
presentes en esta materia prima (Sueiro et al., 2009). La pasta de canola presento
un bajo contenido de inhibidor de tripsina, gracias al mejoramiento del proceso de
extraccion del aceite de la canola en el que uno de los factores importantes a
considerar es la temperatura adecuada para garantizar la disminucién de este
inhibidor de proteasas por la accion del calor, ya que tiene la caracteristica de ser

termolébil (Canola Council, 2015)

Cuadro 10. Contenido de inhibidor de tripsina en pastas de semillas

oleaginosas.
Materia Prima Inhibidor de Tripsina (mg/g)
Media | Minimo Maximo DS
Pasta de Soya 6.63 6.13 7.38 0.49
Pasta de 0.29 0.27 0.32 0.02
Canola

DS= Desviacién estandar

La pasta de soya es una fuente de proteina vegetal extensamente empleada
en la alimentacion animal, pero contiene factores anti nutricionales como los fitatos
y el factor inhibidor de la tripsina que tienen un efecto en el desempefio productivo
de los animales (Sueiro et al., 2009; Aguilera, 2014). Afectando la digestibilidad de
los nutrientes, disminuyendo el consumo de alimento y la respuesta inmune;
inhibiendo muchas enzimas digestivas (Brenes y Brenes, 1993); impidiendo la
absorcion de minerales a nivel intestinal y también formando complejos insolubles

con proteinas y almidén (Wodzinski y Ullah, 1996).
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6.3.3 Taninos condensados

En las muestras de sorgo se detectd taninos condensados en una cantidad
minima de las muestras analizadas, el porcentaje detectado fue en promedio de:
0.36 + 0.30 mg de taninos/100g. El trabajo realizado por Gomez et al. (2018)
utilizando sorgos considerados bajos en taninos, las cantidades fueran tan
pequefias que no fueron detectadas en las pruebas de laboratorio. En muestras de
sorgo alto en taninos el valor encontrado fue de 5.40%. Esta comparacion de
resultados indica que los sorgos analizados en el presente trabajo fueron bajos en

taninos.

El contenido de taninos condensados depende de las condiciones
agroecoldgicas en las cuales se haya cultivado el sorgo, existen variedades de
sorgo que tienen su capa de la testa coloreada y, sin embargo, no hay presencia de
taninos condensados, ademas estos compuestos son susceptibles a oxidarse una
vez que el grano se ha molido (Price et al., 1978). Se us6 el método del ensayo de
la vainillina para la medicidn cuantitativa, al realizar esta determinacion se observo
la reaccion caracteristica de una determinada coloracion que ocurre durante el
tiempo de incubacion una vez que se ha preparado la muestra, se observo la
coloracién en las muestras en las que se detectd estos compuestos y en el resto de

las muestras no hubo cambio en la coloracion.
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CONCLUSIONES

Al iniciar la presente tesis se postulé la hipétesis de que La digestibilidad in
vitro de la proteina de alimentos proteicos como la pasta de soya y pasta de canola
seria mayor que la de los energéticos como el maiz y sorgo, y no se veria afectada

por la cantidad los factores anti nutricionales presentes en estas materias primas.

La digestibilidad in vitro de proteina cruda fue mas alta en la pasta de soya,
el segundo valor fue para el maiz, después la pasta de canola y el valor menor de
digestibilidad fue para el sorgo. La digestibilidad in vitro de materia seca y de materia
organica fue mayor en el maiz, superando a la pasta de soya; mientras que en el

sorgo y la pasta de canola se observd menor digestibilidad.

En este modelo de estudio no se observa la interferencia de los factores anti
nutricionales (factor antitripsico, acido fitico), sobre la digestibilidad in vitro debido a

las propias condiciones del método de estudio.

El método de digestion in vitro no tiene problemas éticos relacionados con la
investigacién con animales y es de gran utilidad en la seleccion de ingredientes o

materias primas para la formulacion de dietas.
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IX. ANEXOS

9.1 Técnica digestibilidad in vitro de proteina, materia seca y materia

organica.

Es una técnica enzimética de dos pasos para simular la digestion a nivel del
estdmago (paso 1) e intestino delgado (pasos 2). Todas las muestras se molieron

en un molino de laboratorio utilizando una malla de 1 mm.

Reactivos: pancreatina (porcina, Sigma P1750 4x USP), pepsina (porcina,
2500 units/g Sigma P7000), NazHPO4 (3228-01 J.T. Baker), NaH2PO4(3818-01 J.T.
Baker), HCL (5620-02 J.T. Baker), agua destilada, acetona, alcohol.

Equipos: Daisy Incubator Ankom Technology, balanza analitica estufa,

analizador de fibra, mufla, destilador de proteina.

PROCEDIMIENTO:

Se determind la digestibilidad in vitro de la proteina de maiz, sorgo, pasta de soya
y pasta de canola.

1. Primer paso

Se pesa 1 g de muestra £ 0.4 mg en una bolsa filtrantes F57, se sellay se introduce
en un frasco del equipo, Daisy Incubator Ankom Technology. En total se colocaron
4 muestras con sus 6 repeticiones cada unay 3 bolsas blanco por frasco. para cada
bolsa filtrante se afiade 25 ml de una solucion tampén fosfato (0.1 M; pH=6) Buffer
A,y 10 ml de HCI 0.2 M y se mezcla en un agitador magnético y se ajusta el pH a
2.

A continuacion, se aflade 1 ml por cada bolsa filtrante de una solucion de pepsina

(porcina 2500 units/g Sigma P7000) en HCL 0.2 M, de concentracion 10 mg/ml, se
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mezcla muy bien el contenido. Esta solucidon es inestable, por lo que debe

prepararse inmediatamente antes de utilizarse.

Para prevenir la contaminacién microbiana se afiaden 0.5 ml por cada bolsa filtrante

de una solucion de cloranfenicol (0.5 g/100 ml etanol).

Los frascos permanecen en el equipo Daisy Incubator durante 6 horas (primer

periodo de incubacién).
2. Segundo paso

Se adiciona por cada bolsa filtrante 10 ml de una solucién fosfato (0.2 M; pH=6.8),
Buffer B y 5 ml de una solucion de NaOH 0.6 M, para neutralizar la solucion y se
ajusta el pH a 6.8

Se adiciona 1 ml de una solucién de pancreatina (porcina Sigma P1750 4x USP)
por cada bolsa filtrante, preparada en buffer B (50 mg/ml de pancreatina), esta
solucion debe prepararse inmediatamente antes de su usarse, pues es inestable, y

debe estar perfectamente homogeneizada.

Se mezcla correctamente el contenido del frasco y se introducen de nuevo en el

equipo Daisy Incubator a 39 °C durante 18 horas (segundo periodo de incubacion).

Una vez que terminé la segunda incubacion, las bolsas filtrantes se transfieren a un
vaso de precipitado con agua destilada, enseguida se realizaron los lavados de las
bolsas filtrantes en el analizador de fibra Ankom primero se hizo un lavado con 2 L
de agua destilada y se aplicé agitacién durante 5 minutos se desecho el agua y se

hizo un segundo lavado de la misma manera con agua destilada.

Se repiti6 el procedimiento anterior de lavados, pero con alcohol de 96 ° y por ultimo
con acetona. Luego se llevaron las bolsas filtrantes a la campana de extraccion una
vez que se evaporo la acetona se secaron las bolsas en la estufa de aire forzado a

40° centigrados durante 48 horas.

Después se colocaron las bolsas filtrantes en un desecador se pesaron en la

balanza analitica y se determiné la Digestibilidad in vitro de materia seca DIVMS.
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Se calcind en crisoles de porcelana un duplicado de cada muestra de materia prima
en la mufla, después se peso el crisol con las cenizas y se determind Digestibilidad

in vitro de materia organica DIVMO.

Se recupero el residuo de digestibilidad de las bolsas restantes (4 bolsas por materia
prima) se mezclé el contenido y se determiné por duplicado el contenido de proteina
cruda en el equipo Kjeldahl.

Calculos

Digestibilidad in vitro de materia seca DIVMS

% DIVMS = ((MS materia prima - MS no digerida) /MS materia prima) *100
Donde:

MS materia prima = (peso muestra (g)* % MS) /100

MS no digerida = peso (g) del residuo seco de la muestra - peso del residuo seco

del blanco.

Digestibilidad in vitro de materia organica DIVMO

% DIVMO = ((MO materia prima-MO no digerida) / MO materia prima) *100
MO materia prima = peso muestra (g)*(% MS - % cenizas) /100

MO no digerido = peso del residuo de la muestra seca - peso del residuo de la

muestra incinerada.
Digestibilidad in vitro de proteina cruda DIVPC

%DIVPC = (((PC materia prima (g) — PC materia prima no digerida (g)) / PC materia
prima) *100.

Nota: los valores de la formula anterior deben estar en base seca.
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A continuacion, se muestra un diagrama de la técnica de Digestibilidad in vitro

Evaluacion de materias primas

Muestra [Analisis quimicos) ‘ Muestra (Digestibilidad in vitro)
Pepsina
MS MO PC
pH2

Incubacion (6 horas)

l

Pancreatina

pHE&.8

Incubacion 2 (18 horas)

Material no solubilizado

Lavados

Secado en estufa

| | I

DIvMS DIVMO DIVPC
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9.1.2 Determinacién de acido fitico.

Material y Equipo
e Tubos falcon de 14 ml o tubos para centrifuga de polipropileno de 25 ml.
e Balanza analitica.
e Centrifuga.
e Agitador orbital shaker.
e Pipeta.
e Puntas para pipeta.
e Espectrofotometro Génesys 10.
Reactivos
e HCI 3.5% en agua desionizada.
e NaCl cristal

e Reactivo de Wade: 0.03% de FeCls. 6H20 + acido sulfosalicilico 0.3%. se
pesaron 30 mg de FeCls. 6H20 300 mg de &cido sulfsalicilico y se aforo a
100 ml con agua desionizada, se transfiri6 a un frasco forrado de papel

aluminio.
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Enseguida se presenta un diagrama del procedimiento empleado para la

determinacion de fitato de sodio.

Se pesaron 0.5 g de muestra en tubo falcon

Centrifugacion

Centrifugacion

Tomar 3 ml de solucién diluida + 1 ml de reactivo de Wade

Tomar sobrenadante y leer a 500 nm en contra blanco de agua desionizada en el
espectrofotometro

Una vez que se tienen las lecturas se procede a extrapolar las absorbancias con la
curva estandar para obtener la concentracion de acido fitico en pg fitato de sodio.
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Curva estandar

Se prepar6 una solucibn madre de fitato de sodio (Sigma, P-8810) a una
concentracion de 250 pug/ml con agua desionizada, de la cual se tomaron diferentes

volumenes, asi como se muestra a continuacion.

fitato de sodio Microlitros sol. Microlitros de Agua | ml de reactivo de
H9 Estandar desionizada Wade
0 0 3000 1
25 100 2900 1
50 200 2800 1
75 300 2700 1
100 400 2600 1
125 500 2500 1
150 600 2400 1
175 700 2300 1
200 800 2200 1
250 1000 2000 1
300 1200 1800 1

0.6
Titulo del grafico  v--0.0017x+05246
0.5 7 R®=0.9996

0.4

g 03
\ ¢ D.0.a500nm
02 \ Lineal (D.O.a 500 nm)
0.1 \
0 T T Y

0 100 200 300 400
Microgramos fitato de sodio
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Con la ecuacion de la curva se extrapolaron las absorbancias de las muestras para
obtener la concentracion de acido fitico en ug fitato de sodio: X= (Y-0.5246) / (-
0.0017). Luego para obtener los mg fitato de sodio/g de muestra se aplico la

siguiente formula:

mg fitato de sodio/g muestra = pqg fitato de sodio X 25 X 10/g muestra X 3 X 1000

Donde:

25= Dilucion de la muestra

10= ml de HCl iniciales

3=ml de solucion diluida de muestra en la reaccion
1000=conversion de ug a mg de fitato de sodio

9.1.3 Determinacion de la actividad inhibitoria de tripsina

Material y Equipo
e Balanza analitica.
¢ Homogeneizador.
e Bafo de temperatura controlada.
e Agitador.
e Centrifuga.
e Tubos de ensaye de 10 ml.
e Gradilla.
e \ortex.

e Espectrofotbmetro.
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Reactivos

e Buffer de TRIS: TRIS 0.05M conteniendo CaCl20.02M, pH 8.2. Pesar 6.05 g
de tris (hidroximetilaminometano) y 2.94 g de CaCl2.2H20 disueltos en 900
ml de agua destilada. Ajustar el pH a 8.2 adicionando NaOH o HCI 1M y 0.1 M.
Posteriormente aforar a 1L con agua destilada. Guardar en refrigeracion

(méximo 1 mes) y checar el pH cada que se emplee.

e Solucion de sustrato: Pesar 40 mg de BAPA o BAPNA (benzoil-DL-arginina-
p-nitroanilida hidrocloruro) y disolver en 1 ml de dimetil sulféxido y aforar a
100 ml con buffer de TRIS precalentado a 37°C.

Nota: A esta temperatura es estable por 4 horas. Por lo que hay que preparar lo
necesario antes de iniciar la reaccion. Con el tiempo va tomando una coloracién

amarillenta.

e Solucién de tripsina: Pesar 4 mg de tripsina pancreéatica (Fagbemi et al.,
2005) en 200 ml de HCI 0.001 M (20 pg tripsina/ml).

Nota: La solucién dura aproximadamente 2 semanas a 4° C.
Extraccion de la muestra

La muestra se muele a través de una malla de 0.50 mm. Cuando la muestra tiene
una cantidad considerable de grasa se tiene que desgrasar (mayor a la de la semilla

de soya).

1. Se peso 1g en un tubo y se adicionaron 50 ml de NaOH 0.01N (pH 9.5-9.8).
Ajustar con NaOH o HCI 1M o 0.1M.

2. Se dejo agitando la muestra durante 3 horas para obtener el extracto de

muestra.

3. Se procedié a centrifugar el extracto a 3600 rpm/15 min a 20° C.
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4. Se colectd el sobrenadante para ser diluido (en caso de ser necesario) a
razon de que el extracto diluido tenga una actividad inhibitoria de la tripsina
cerca del 50 % (40 — 60%).

% inhibicién de tripsina= ((Std — Br) - (Mtra-Bmtra)) *100/ (Std — Br)
Donde:

Std = Absorbancia del estandar de tripsina

Br = Absorbancia del blanco de reactivo

Mtra = Absorbancia de la muestra problema

Bmtra = Absorbancia del blanco de muestra

Recomendaciones:

MATERIAL VEGETAL DILUCION (D)*
Semilla de soya 60
Semilla de soya extrudida 4
Pasta de soya 25a4
Pasta de ajonjoli Sin diluir
Pasta de canola Sin diluir, no es facilmente detectable el inhibidor

* La dilucion se expresa en relacion a los ml de extracto con respecto al volumen
total diluido: Ejemplo: D = 60 corresponde a 1 ml de extracto de la muestra diluido
en 59 ml de agua destilada, dando un volumen total de 60 ml, por lo tanto, D = 1/60.

Procedimiento
Determinar la actividad de inhibicion de la tripsina.

Se colocar los tubos de ensaye de 10 ml perfectamente rotulados en una gradilla
dentro de un bafo maria a 37° C, siguiendo la siguiente metodologia.

58



Blanco Estandar Blanco de Muestra
reactivo Tripsina muestra
Agua destilada 0.5 0.5 __ _
(ml)
Muestra _ _ 05 05
(ml)
BAPA a 37°C 1.25 1.25 1.25 1.25
(ml)
Agitar en vortex y mantener en incubacién por 10 min a 37°C
Tripsinaa 37°C N 0.5 _ 0.5
(ml)
Agitar en vortex e incubar 10 min a 37°C
z . 74 0
Acido a(crﬁlt)'co 30% 0.25 0.25 0.25 0.25
Tripsinaa 37°C 0.5 _ 05 N

(ml)

Agitar en vortex y centrifugar

1. Después de sacar los tubos de bafio maria se centrifugaron a 1200 rpm

durante 12 min.

2. Serealizé la lectura a 385 nm contra un blanco de agua.

Célculos:

AIT = (2.632 * D * ((Std — Br) - (Mtra-Bmtra)) / Peso de muestra

Donde:

AIT = Actividad inhibitoria de tripsina, mg de tripsina pura inhibida/g muestra
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9.1.4 Determinacién de taninos condensados

Material y Equipo

e Tubos falcon de 14 ml o tubos para centrifuga de polipropileno de 25 ml.

e Balanza analitica.

e Agitador orbital shaker.

e Centrifuga.

e Papel filtro cuantitativo

e Pipeta multicanal.

e Puntas para pipeta.

e Microplacas.

e Lector de microplacas Spectra MAX 250.
Reactivos

e Catequina.

e HCI.
e Vainillina.
e Metanol.

Curva de calibracién

Preparacion de la solucion madre: pesar 0.010 g de catequina (Sigma,

C1251) y aforar a 10 ml con metanol.
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Se tomaron diferentes volimenes, asi como se muestra a continuacion para

la curva de calibracion.

Mg/mL Microlitros sol. Estandar Microlitros de Metanol
0.40 1000 1500
0.20 500 2000
0.18 450 2050
0.16 400 2100
0.14 350 2150
0.12 300 2200
0.10 250 2250
0.08 200 2300
0.06 150 2350
0.04 100 2400
0.02 50 2450

Curva estandar catequina

0.14
0.12
0.1

0.08 o
0@ y =0.235x + 0.0353

0.06 o-0® R?=0.992

004 . .0®

0.02
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Preparacion de soluciones

HCI 8% (J.T. Baker, 5620-02).
21.6 ml de HCL en 100 ml de metanol
HCI 4% (J.T. Baker, 5620-02).
10.8 ml de HCL en 100 ml de metanol
Vainillina (Sigma, 12352) 1 %.

0.5 g en 50 ml de metanol (aforar)

Preparacién de microplaca de la curva estandar

Concentraciones:

1. Transferir 40 ul de cada dilucion por triplicado

2. Adicionar 200 pl de solucion 1:1 HCI 8% vainillina (adicionar con cuidado)
muestra blanco:

3. Transferir 40 uyl de metanol

4. Adicionar 200 ul de solucion HCI 4%

5. Leer absorbancia a 492 nm en lector de microplacas

Preparacién del extracto de muestra:

Pesar 0.2 g de muestra de sorgo en un tubo, adicionar 10 ml de metanol,
poner en agitacion en el orbital shaker durante 20 minutos en el nivel 7,
después centrifugar a 6000 rpm a temperatura ambiente, una vez

centrifugado el extracto metanolico filtrar utilizando papel filtro cuantitativo.
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Preparacion de microplaca
Blanco de muestra:
1.Transferir 40 pl de extracto de muestra por triplicado
2. Adicionar 200 pl de solucién HCI 4%
Muestra:
3. Transferir 40 pl de extracto metandlico por triplicado
4. Adicionar 200 ul de solucion 1:1 HCI 8% vainillina (adicionar con cuidado)
5. Leer absorbancia a 492 nm en lector de microplacas
Célculos:
Correccién de la Absorbancia= (M-BC)-(BM-BC)
Donde:
M= Absorbancia Muestra
BC= Absorbancia Blanco de calibracion

BM= Absorbancia Blanco de muestra

Una vez que se tienen los valores corregidos se procede a extrapolar las
absorbancias con la curva estandar para obtener la concentracion de mg de

catequina/ml.

Mg catequina/g= (mg catequina/ml) / (peso de muestra) x ml de metanol

usados en la extraccion.
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