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Resumen

En este estudio se evalud la semilla de Mucuna pruriens como una alternativa alimentaria
en pollos de engorda. Se realiz6 un experimento en el &rea de produccion avicola de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autdbnoma de Yucatan. Se
evaluaron tres tratamientos en las semillas de M. pruriens, estos fueron a) remojo en agua +
coccion; b) remojo en solucion de acido acético + coccidn; c¢) remojo en solucion de
hidréxido de calcio + coccion. Cada porcion se remojo por 24 horas y sometié a coccion
durante una hora, después se secaron en estufas eléctricas; al final, se molieron en un
molino de martillos y las harinas se reservaron hasta su uso. Se selecciond una muestra de
cada porcién para la cuantificacion de L-Dopa mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Se formularon cuatro dietas experimentales en dos etapas (inicio y
finalizacion). La primera, una dieta control sin M. pruriens, y tres con el 25% de inclusion
por cada tratamiento (agua, acido, alcalino). Se utilizaron 96 pollos de engorda de la linea
Hubbard FLEX®, semanalmente se registro el consumo de alimento, ganancia de peso, y
conversion alimenticia, al final de la engorda las aves se sacrificaron para medir el
rendimiento en canal. Los resultados indicaron que el tratamiento alcalino fue el mas
eficiente para la eliminacion de L-Dopa. En la etapa de inicio, las aves del tratamiento
acido tuvieron la menor ganancia de peso y mayor conversion alimenticia respecto al grupo
control, por otro lado, el desempefio de las aves del tratamiento alcalino fue muy similar al
grupo control. En la etapa de finalizacion no hubo diferencias tanto en consumo de
alimento, ganancia de peso y conversion alimenticia entre grupos. Del mismo modo no
hubo diferencias en rendimiento en canal, no obstante, se observo que las aves alimentadas
con semillas tratadas con agua y &cido tuvieron el higado méas pesado que el grupo control,
las aves del tratamiento alcalino tuvieron el higado de peso similar al grupo control. En
conclusion, el tratamiento alcalino fue el que promovié la mayor eliminacion de L-Dopa en
M. pruriens, y se puede utilizar a un nivel de inclusiéon del 25% en la dieta de pollos de

engorda sin tener efectos negativos en el desempefio productivo.

Palabras clave: Mucuna pruriens, L-Dopa, Pollos de engorda, Comportamiento

productivo
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Summary

In this study, Mucuna pruriens seeds were evaluated as an alternative feedstuff in broilers.
An experiment was carried out in the poultry production area of the Faculty of Veterinary
Medicine and Animal Science of the Universidad Autonoma de Yucatan. Three treatments
were performed on the seeds, these were a) soaking in water + cooking; b) soaking in acetic
acid solution + cooking; c) soaking in calcium hydroxide solution + cooking. Each portion
was soaked during 24 hours and cooked by one hour, then they were dried in an electric
oven, at the end, the seeds were milled in a hammer mill and the flour were stored until use.
A sample from each processed portion was selected to determine L-Dopa content by High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Four experimental diets were formulated in
two stages (starter and finisher), the first one was a control diet without M. pruriens, and
three diets with an inclusion of 25% for each treatment (water, acid, alkaline). It was used
96 sexed Hubbard FLEX® chicks. Feed intake, liveweight gain, and feed conversion ratio
were recorded weekly. At the end of rearing period, the birds were slaughtered to evaluate
carcass yield. The results indicated that the alkaline treatment was more efficient to
eliminate L-Dopa. In the starter phase, the birds from acid treatment had the lowest
liveweight gain and highest feed conversion ratio in comparison to control group. The
growth of the birds of alkaline treatment was very similar to the control group without
differences. In the finisher phase, no differences were found in feed intake, liveweight gain
and feed conversion ratio between groups. No differences were observed in carcass yield,
however, it was observed that birds fed with treated seeds with water and acid had the
heavier liver than the control group. Birds of the alkaline treatment had a similar liver
weight in comparison to control group. In conclusion, the alkaline treatment promoted the
best elimination of L-Dopa from M. pruriens seeds, and can be used at an inclusion of 25%

in the broiler diet without negative effects on productive performance.

Keywords: Mucuna pruriens, L-Dopa, Broiler chicks, Productive performance
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Introduccion

El papel que juega la alimentacion en los sistemas pecuarios es de gran importancia ya que
representa la mayor inversion en la crianza de los animales y de ella depende el éxito
productivo. En Yucatan se tiene una fuerte dependencia hacia las harinas y pastas de
oleaginosas como principal fuente proteica, y la gran demanda por estas materias primas
ocasiona un aumento constante en el precio de los alimentos balanceados comerciales. Esta
situacion alienta a desarrollar estrategias para la alimentacion con el uso de especies

vegetales subutilizadas para su inclusion en la dieta animal.

En ese sentido, el desarrollo de una gran variedad de especies con potencial alimenticio es
favorecido por las condiciones ecoldgicas del trdpico, dentro de ellas se encuentran las
leguminosas, estas sobresalen por ser apreciadas como alternativa alimentaria debido a la

versatilidad agronémica y propiedades nutricionales.

Las leguminosas han sido reportadas como una buena fuente de proteina cruda (Adebowale
et al., 2005; Siddhuraju y Becker, 2005), aminoacidos (Mugendi et al., 2010; Vadivel y
Pugalenthi, 2010a) y minerales (Arivalagan et al., 2014).

Mucuna pruriens (L) DC. Var utilis (Wight) Burck, es una planta originaria de Asia
tropical (Huisden et al., 2014) contiene alto porcentaje de proteina, carbohidratos y un nivel
de fibra admisible para la alimentacién animal (Chaparro-Acufia et al., 2009; Pugalenthi et
al., 2005). Sin embargo, su uso puede ser condicionado por la presencia de metabolitos
secundarios que al consumirse actian como factores antinutricionales (FANS) y tienen
efectos negativos en la digestion o absorcion de nutrientes (Bhat y Karim, 2009; Liener,
1994).

Los metabolitos identificados en M. pruriens son fitatos, inhibidores de tripsina, L-Dopa,
glucdsidos cianogénicos, taninos (lyayi et al., 2008). No obstante, la naturaleza termolabil
permite la eliminacion de los glucoésidos cianogénicos (Garcia, 2004), inhibidores de
tripsina (Siddhuraju y Becker, 2001), fenoles (Preet y Punia, 2000) y taninos (Siddhuraju y
Becker, 2001). Por esta particularidad los métodos que se han evaluado para reducir su
efecto son: tratamiento en autoclave, coccion, secado, tostado (Buckle y Sambudi, 1990;
Del Carmen et al., 1999; lyayi et al., 2008; Safwat et al., 2015)



Josephine y Janardhanan (1992), indican que la L-Dopa tiene la caracteristica de ser soluble
tanto en soluciones acidas como alcalinas, pero principalmente en medios alcalinos. De este
modo se ha empleado hidréxido de calcio (Safwat et al., 2015), bicarbonato de sodio, acido
citrico y extracto de tamarindo (Siddhuraju y Becker, 2001) para el remojo de las semillas y
la consecuente eliminacion de este compuesto. Entre otros métodos, se ha empleado el
ensilaje, la escarificacion y molido (Diallo y Berhe, 2003; Huisden et al., 2014; Mang et al.,
2015) para la eliminacién de L-Dopa en Mucuna.

Aunque la presencia de los compuestos secundarios en Mucuna pruriens puede limitar su
uso, la evidencia destaca que es posible utilizar métodos eficaces para su detoxificacion y
asi sea posible incrementar el potencial de inclusion de las semillas en la dieta de pollos de

engorda.



Revision de literatura
Leguminosas
Aspectos generales e importancia

El nombre de la familia proviene por el tipo de fruto, una legumbre que se origina de un
ovario con un solo carpelo, durante su maduracion se transforma en una vaina, alargada y
comprimida en una hilera vertical; aunque no todas tienen este fruto caracteristico, es
posible observar variaciones en su morfologia entre hierbas, arbustos, trepadoras (Lewis et
al., 2005).

El uso de especies arboreas y arbustivas como suplemento alimenticio es una actividad
comun en América Latina, Africa y Australia (Devendra, 1995). Para que una especie
pueda ser considerada como alimento debe reunir ventajas de tipo nutricional, productivo y
versatilidad agrondémica con relacion a los forrajes tradicionales (Benavides, 1991), es decir

que puedan ser establecidas con técnicas sencillas y de bajo costo.

Mucuna pruriens (L.) D.C. Var utilis (Wight) Burck

Descripcion
El género Mucuna incluye alrededor de 100 especies, siendo las pubescencias en las vainas
y el color de las semillas las principales diferencias entre ellas (Chaparro-Acuiia et al.,
2009), Mucuna pruriens se desarrolla mejor en climas célidos y himedos con precipitacion
entre 1000 — 2500 mm, exhibe mejor crecimiento a una altitud menor a 1600 mshm
(Buckles, 1995); el rango éptimo de temperatura es entre 19 — 27°, es susceptible al frio y
medianamente resistente a la sequia pero intolerante a la saturacion del suelo.

Distribucion
M. pruriens es originario del Sur de Asia y se distribuy6 a través de las areas tropicales,
subtropicales y templadas del mundo (Bogdan, 1977; Duke, 1981; Huisden et al., 2014).

Usos
Las semillas de leguminosas constituyen una de las mas ricas y econdmicas fuentes de

proteina y son parte importante de la dieta humana en muchas partes del mundo



(Vijayakumari et al., 1996a). M. pruriens ha sido tradicionalmente usado como alimento
para consumo humano en varios paises, por ejemplo India, Filipinas, Nigeria, Ghana, Brasil
y Malaui (Pugalenthi et al., 2005), generalmente las vainas son desgranadas y las semillas
son hervidas para servirse; a menudo las vainas y hojas jovenes son usadas como verduras
en el sureste de Asia, y en algunas partes del mismo continente las semillas se consumen
tostadas (Vadivel y Janardhanan, 2000). En América Latina, las semillas del genero
Mucuna han sido tostadas y molidas para hacer un sustituto de café, mejor conocido como
nescafé (Buckles, 1995)

Propiedades nutricionales
Las composicion proximal de las semillas de M. pruriens han sido descritas ampliamente;
Sanchez-Solano et al. (2015) reportan que contiene 25.16% de proteina cruda, 5.70% de
fibra cruda, 61.32% de carbohidratos, para el caso de las grasas contiene 3.98% y 3.74% de
cenizas, en otros trabajos se reporta que contiene entre 23.04 — 37.5% de proteina; en
lipidos se ha reportado un rango entre 2.83 — 11.1%; el contenido de fibra cruda oscila entre
5.7 — 9.4% y contienen entre 3.24 — 5.3% de cenizas (\VVéase Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion nutricional de la semilla de Mucuna pruriens

Humedad EB PC FC ELN** EE Cenizas
% MJ kgMS % % % % % Referencia
4.64 22.70 3750 791 4490 9.65 3.24 Adebowale et al., 2005
1.50 19.30 2750 7.10 - 111 5.30 Agbede y Aletor, 2005
8.17 - 27.80 9.40 28.00 5.60 3.50 Betancur-Ancona et al., 2008
9.58 16.09 23.04 7.86 - 7.13 4.79 Bhat et al., 2008
11.35 - 2779 942 5645 2.83 3.52 Corzo-Rios et al., 2000
5.60 - 23.70 - - 3.86 3.78 Safwat et al., 2015
8.12 - 2516 570 6132 3.98 3.74 Séanchez-Solano et al., 2015
7.10 16.56 3140 5.16 5260 6.73 4.11 Siddhuraju et al., 1996

- 19.60 30.10 735 5460 434 3.52 Siddhuraju y Becker, 2005
- 67.49 26.32 958 5230 7.96 3.84 Vadivel y Pugalenthi, 2008

7.80 - 26.50 - 3746 651 4.92 Vadivel y Pugalenthi, 2010
Media 7.10 26.96 2789 772 4845 6.34 4.02
Desv. Est 2.88 20.00 403 160 1103 2.56 0.68

EB: Energia bruta (MJ/kg MS)

PC: Proteina cruda; FC: Fibra cruda; ELN: Extracto libre de nitrégeno; EE: Extracto etéreo

* Calculado por diferencia después de digestion acida y basica

** Calculado por diferencia de Humedad, PC, FC, EE, Cenizas

Agbede y Aletor (2005) reportan la composicion proximal de las semillas ante diferentes

tratamientos de detoxificacion. Semillas remojadas en urea, 27.0% de PC, 6.7% de FC,
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10.5% de EE y 5.1% de cenizas; semillas cocidas (60 min), 26.1% de PC, 5.1% de FC,
8.3% de EE y 3.4% de cenizas; cuando se cuecen durante 120 min reportaron un contenido
de 26.2% de PC, 5.6% de FC, 7.1% de EE y 4.9% de cenizas; semillas en autoclave, 24.0%
de PC, 8.2% de FC, 4.2% de EE y 6.0% de cenizas; semillas tostadas, 23.7% de PC, 5.6%
de FC, 11.5% de EE y 4.7% de cenizas

El perfil de aminoacidos de M. pruriens fortalece el potencial de esta especie; a excepcion
de cistina y metionina contiene todos los aminoacidos esenciales, aunque es deficiente en
triptéfano es posible notar que el contenido de leucina, lisina, valina, histidina y arginina es

relativamente elevado, en el Cuadro 2 se observan las diferentes proporciones de cada

aminoacido contenido en las semillas de esta especie.

Cuadro 2. Aminocidos presentes en Mucuna pruriens

lle Leu Lys Met Phe Thr Trp Val His Arg  Referencia
967 778 785 Traza 70.9 46.7 209 57.8 36.7 89.8 Adebowale et al., 2005
923 908 464 Traza 80.8 444 223 58.3 353 90.6 Adebowale et al., 2007
39.2 668 580 8.2 - 39.2 7.2 448 20.1 60.2 Mugendi etal., 2010
412 785 660 128 385 36.4 135 55.7 314 71.6  Siddhuraju et al., 1996
26.0 4925 38.62 45 2937 2237 762 2643 21.68 33 Siddhuraju y Becker , 2003
281 608 542 12 36.6 323 126 715 40.7 38.1 Vadivel y Pugalenthi, 2010b
Media 3363 63.84 5421 938 3483 3257 10.23 4961 28.47 50.73
Desv.Est 7.68 1219 1149 382 481 736 3.28 18.94 9.56 18.25

e lle: Isoleucina; Leu: Leucina; Lys: Lisina; Met: Metionina; Phe: Fenilalanina; Thr: Treonina; Trp:
Triptéfano; Val: Valina; His: Histidina; Arg: Arginina

e Aminoéacidos presentados en g 100 "1 de proteina

En el Cuadro 3 se observa el contenido de minerales en las semillas de Mucuna, es posible

apreciar que el Potasio es el mas abundante, también se observa que el nivel de fosforo es

abundante junto con el calcio; para el caso de Sodio, Cobre y Manganeso se observa que

son poco abundantes en las semillas de Mucuna.

Cuadro 3. Minerales contenidos en Mucuna pruriens

Metales
Na K Ca Mg P Fe Cu Zn Mn Referencia
2.87 389 262 528 457 149 057 3.76 0.3 Adebowaleetal., 2005
2.21 139 051 034 067 113 549 939 20.3 Agbedey Aletor, 2005
15.57 125.7 732 239 344 Arrivalagan et al., 2014



https://es.wikipedia.org/wiki/Isoleucina
https://es.wikipedia.org/wiki/Leucina
https://es.wikipedia.org/wiki/Lisina
https://es.wikipedia.org/wiki/Metionina
https://es.wikipedia.org/wiki/Fenilalanina
https://es.wikipedia.org/wiki/Treonina
https://es.wikipedia.org/wiki/Tript%C3%B3fano
https://es.wikipedia.org/wiki/Valina
https://es.wikipedia.org/wiki/Histidina
https://es.wikipedia.org/wiki/Arginina

e Na: Sodio; K: Potasio; Ca: Calcio; Mg: Magnesio; P: Fosforo; Fe: Hierro; Cu: Cobre; Zn: Zinc; Mn:
Manganeso

® Metales presentados en g 100 1 de MS

Se ha encontrado que el contenido de proteina (27.9 %) y lipidos (6.3) de las semillas
crudas de Mucuna es mas elevado al compararse contra algunas leguminosas comunes,
Bravo et al. (1999) reportan que Cicer arietinum contiene 20.7% de proteina y 4.16% de
lipidos; Vigna mungo contiene 23.6% Yy 0.45%; Vigna radiata tiene 24.5% y 0.71%; Vigna
aconitifolia tiene 25.3% y 0.69% y Phaseolus vulgaris tiene 25.1% y 0.9%.

Metabolitos secundarios
El uso de las leguminosas puede ser limitado por la presencia de sustancias antimetabdlicas
(Adebowale et al., 2005), estas tienen efectos perjudiciales en la digestion o absorcion de
nutrientes al actuar como factores antinutricionales (FANs) (Bhat y Karim, 2009; lyayi
et al., 2008; Liener, 1994; Siddhuraju y Becker, 2001).

Se ha encontrado que Mucuna pruriens contiene altos niveles de fenoles y fitatos, actividad
inhibidora de tripsina y quimiotripsina, sin embargo, tiene bajo contenido de taninos,
saponinas y actividad inhibitoria de a-amilasa (Siddhuraju et al., 2000), también se han
observado glucdsidos cianogénicos en pequefias cantidades lo que no presenta significancia
de interés, lectinas y el aminoéacido no proteico L-3,4 Dihidroxifenilalanina (L-Dopa)
(Garcia, 2004; lyayi et al., 2008; Janardhanan et al., 2003; Ravindran y Ravindran, 1988;
Siddhuraju et al., 1996)

Durante la hidrolisis enzimatica, los glucésidos cianogénicos liberan acido cianhidrico
(HCN); este es toxico para los animales debido a que es un inhibidor de metaloenzimas
particularmente de la citocromo oxidasa, causa interferencias con la respiracion a nivel
celular (Midjavila, 1990; Poulton, 1990; Sotelo, 1997).

Los fenoles contienen un grupo hidroxilo unido a un anillo aromético en su estructura
molecular (Chaparro-Acufia etal., 2009). Las plantas componen a los fenoles
principalmente para protegerse de situaciones de estrés como la foto-oxidacion, heridas, luz
ultravioleta, enfermedades, patdgenos y las plagas (Dixon y Harrison, 1994). Cuando los

fenoles son consumidos reaccionan con las proteinas y carbohidratos formando complejos



que causan interferencia a las enzimas digestivas, y reducen la absorcion de vitaminas (p.ej.
B12) (Liener, 1994)

Los taninos son un tipo de fenoles solubles en agua que tienen la propiedad de precipitar los
alcaloides y albuminoides (Kumar, 1992). Los principales efectos son: la reduccion de la
digestibilidad de las proteinas, provocan pérdida de peso, disminuyen la velocidad de
crecimiento y retencion de nitrogeno, asi como la disminucion de la energia metabolizable
(Ahn et al., 1999).

Los complejos resultantes entre las proteinas salivales y taninos provocan astringencia y
aumentan la salivacion disminuyendo la palatabilidad del alimento (Waghorn et al., 1994);
también pueden reducir la digestibilidad de las células de la pared cuando se adhieren a
enzimas bacterianas o formar complejos indigestibles con carbohidratos estructurales
(Reed, 1995).

El 4cido fitico se encuentra en la mayoria de los cereales, leguminosas, nueces y semillas
de oleaginosas. Actla como principal reservorio de fosforo y su estructura permite la union
a los minerales, proteinas y almidén, provocando la reduccion de su biodisponibilidad,
también forma complejos para inhibir la digestion enzimatica (Graf y Eaton, 1990; Oatway
etal., 2001).

La L-Dopa es un aminoécido no proteico precursor de la dopamina, es responsable de
causar erupciones en la piel e incremento de la temperatura corporal (Janardhanan et al.,
2003), también produce alucinaciones, discinesia y trastornos gastrointestinales como
nauseas, vomito y anorexia (Infante etal., 1990; Josephine y Janardhanan, 1992); del
mismo modo es toxica en individuos con deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

en los eritrocitos, dando como resultado el favismo (Kosower y Kosower, 1967).

Las lectinas son proteinas enlazadas a carbohidratos que son resistentes a la digestion
cuando son ingeridas (Pusztai y Bardocz, 1996), tienen la capacidad de aglutinar eritrocitos;
ademas precipitan al glucdgeno y el almidén; por otro lado se unen a las glicoproteinas y
glicolipidos de la mucosa del tracto digestivo causando cambios morfoldgicos que
interfieren con la absorcion de nutrientes (Liener, 1994) y provocan la reduccion de
consumo de alimento (Larue-Achagiotis et al., 1992).



La mayoria de las saponinas poseen estructura de glucdsido esteroidal Cy7 y triterpénico
C36. Se caracterizan por un sabor amargo, son de propiedades espumantes y tienen la
capacidad hemolitica sobre los globulos rojos (Garcia, 2004). En el Cuadro 4 se observan
las diferentes concentraciones de los compuestos secundarios contenidos en Mucuna

pruriens.

Cuadro 4. Metabolitos secundarios presentes en Mucuna pruriens

Acido fitico 'Fenoles Z2Inhibidores de proteasas L-Dopa “Lectinas 'Taninos Referencia
1.970 7.750 24.200 4.990 - - Adebowale et al., 2005
0.150 0.180 25.300 - 4.000 7.800  Agbede y Aletor, 2005
0.190 0.740 528.000 - - 0.200  Betancur-Ancona et al., 2008
- - 471.000 4.800 - - Del Carmen et al., 1999
0.120 30.400 - 1.310 - 0.710  lyayi etal., 2006
0.770 6.230 787.000 7.810 - 0.250  Siddhuraju et al., 1996
1.103 5.237 - 3.625 - 0.289  Siddhuraju et al., 2000
- - - 4.700 - - Siddhuraju y Becker, 2001
0.950 0.560 140.000 4.810 - 0.300  Siddhuraju y Becker, 2003
0.950 - 118.000 7.250  16.800  0.110 Vadivel y Pugalenthi, 2010a
- - 105.210 5.750 18.410 0.830  Vadivel y Pugalenthi, 2010b
Media 0.699 7.300 255.968 5.080  14.403  1.274
Desv. Est 0.631 10.633 270.916 1.816 6.976 2.466

e 1g100g*de MS

e 2 Actividad Inhibitoria de Tripsina (T1A/kg MS)

e 4 Actividad Hemaglutinante de Lectina (LHA/kg MS)
La L-Dopa, al ser el metabolito de mayor importancia por la dificultad para su eliminacion
y su contenido relativamente alto en Mucuna pruriens, diversos autores han ensayado
tratamientos para su eliminacion. Cassani et al. (2016) reportan el contenido de L-Dopa en
dos variedades de semilla, blancas con 5.69% y negras con 6.41% respectivamente, los
datos observados después de coccidn son 1.69% y 5.04%; y para cuando las semillas son

tostadas los valores observados fueron 2.35% y 5.7% respectivamente.

Dahouda et al. (2009) reportan un contenido de 3.45% de L-Dopa en Mucuna cruda,
después de cocidas (30 min a 100°C) redujeron a 1.65% y semillas tostadas (20 min a 100-
120°C) contienen 2.19%, esto representa una reduccion de 52.1 y 36.5% respectivamente.
Del Carmen et al. (1999) reportan una reduccion de 11.51%, semillas crudas con 4.08% y
después de tostar (30 min a 130°C) observaron 3.61% de L-Dopa.



En el mismo sentido Nyirenda et al. (2003) analizaron el contenido de L-Dopa de las
semillas sometidas a remojo en una solucidn de bicarbonato de sodio (NaHCO3) + coccion;
observaron que cuando se remoja con 0.25% de NAHCOs durante 12 horas, se cuecen
durante 1 hora y nuevamente se remoja 12 horas, la L-Dopa se reduce de 4.17% a 1.31% lo

que representa una eliminacion del 68.5%.

Diallo y Berhe (2003) evaluaron tiempos de remojo a 12, 24 36, 48 y 72 horas en semillas
enteras (4.93% de L-Dopa) y quebradas (4.33% de L-Dopa), observaron que para el primer
caso la L-dopa se redujo en 14%, 29%, 62%, 67% y 95% respectivamente; para el segundo
caso hubo una reduccion de 17%, 19%, 87%, 98% y 99% respecto al contenido de L-Dopa

en la semilla cruda.

Gurumoorthi et al. (2008) evaluaron diferentes remojos en dos variedades, color blanco y
negro con 5.55% y 5.0% de L-Dopa respectivamente durante 24 horas; encontraron que en
la primer variedad después del remojo en agua corriente fue de 5.3%, en solucién de
cloruro de sodio con 5.44%, bicarbonato de sodio con 5.47%, &cido citrico con 5.31% e
hidréxido de calcio con 4.12%, para la segunda fue de 4.85%, 4.61%, 4.96%, 4.82% y
2.38% respectivamente. De esta forma, evaluaron el remojo en agua destilada (24 horas)
junto con tratamiento térmico (coccidn, autoclave y microondas), para la variedad blanca se
observo un contenido de 4.85%, 5.21% y 5.19% después de tratamiento; para la variedad

negra se observo 4.21%, 3.25% y 4.25% respectivamente.

Bhat et al. (2007) reportan que la Mucuna sometida a un tratamiento de radiacion a una
dosis de 15 KGy se observa una disminucién significativa del contenido de L-Dopa, y
cuando es sometida a 30 KGy se elimina completamente. Gurumoorthi et al. (2008)
observaron que en Mucuna variedad blanca la L-Dopa se redujo de 5.43% a 5.34% a una
dosis de 5 KGy mientras que la variedad negra de 4.68% a 4.55% y a 10 KGy la variedad
blanca baj6 a 5.14% y la negra a 4.47%.

La fermentacion ha demostrado reducir el contenido de L-Dopa y al mismo tiempo tiene
efectos positivos sobre la digestibilidad de la proteina, textura y aroma (lbrahim y Antai,
1986; Paredes-Lépez et al., 1987; Salunkhe y Kadam, 1989). Huisden et al. (2014)
encontraron que al ensilar las semillas a un tamafio de particula de 2 mm durante 28 dias

reduce significativamente el contenido de L-Dopa; por otro lado Siddhuraju y Becker.
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(2001) reportan una reduccion de 16 - 18% cuando las semillas son remojadas en

soluciones con pH 4cido.

Uso de Mucuna pruriens en alimentacion de aves
El uso de las semillas de M. pruriens como sustituto nutrimental ha sido evaluado
ampliamente, es posible destacar que cuando se usa el material crudo provoca retrasos en el
crecimiento de los animales (Josephine y Janardhanan, 1992). Emiola et al. (2013) reportan
que cuando las semillas de M. pruriens son sometidas a tratamiento para su detoxificacion
y se emplean a una inclusion de 20% en la dieta, mejoran significativamente el consumo
voluntario, esto a diferencia cuando se compara contra el uso de semilla solamente expuesta
al sol; en el mismo sentido Tuleun et al. (2009) reportan que Mucuna fermentada al 20% en
la dieta de pollos de engorda es viable, de modo que no hay diferencias entre los

parametros productivos.

Por otro lado, Vadivel et al. (2011) y Vadivel y Pugalenthi (2010b) indican que los valores
de consumo de alimento y ganancia de peso no son afectados al incluir hasta el 40% de
Mucuna cuando se remoja en solucion de bicarbonato de sodio + autoclave, y cuando se
incorpora al 60% provoca retrasos en la productividad de los animales. Cuando Mucuna se
utiliza en estado crudo afecta significativamente al comportamiento productivo de los
animales (Tuleun et al., 2009), se sugiere que el retraso animal es causado por la presencia
de los metabolitos secundarios, que como se ha mencionado, dificultan la digestion o
absorcion de nutrientes (Bhat y Karim, 2009; Elizalde etal., 2009; Liener, 1994), sin
embargo, es posible destacar que hay resultados variables que mejoran la perspectiva sobre
el uso de la proteina sub-utilizada en esta especie, por tanto, es necesario evaluar métodos
que eliminen a los antinutrientes y sea posible la inclusion de este insumo sin provocar

efectos negativos al comportamiento productivo animal.
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Hipotesis

La L-Dopa presente en Mucuna pruriens puede ser solubilizada en medios &cidos o
alcalinos, por tanto, el uso de una solucion de &cido acético o hidroxido de calcio la pueden
eliminar, de esta forma es posible incluir las semillas en la dieta de pollos de engorda sin

afectar el comportamiento productivo.
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Objetivos
General

. Evaluar el efecto de la inclusion en la dieta de Mucuna pruriens remojada en agua,
solucién acida o alcalina mas coccion, sobre el desempefio productivo de pollos de

engorda.

Particulares

e Cuantificar la L-Dopa contenida en Mucuna pruriens remojada en agua, solucion de
acido acético o hidroxido de cal mas coccion
e Medir el efecto de la inclusion en la dieta de Mucuna pruriens tratada sobre los

parametros productivos de pollos de engorda
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Abstract

The present study evaluated the effect of soaked Mucuna pruriens (MP) seeds in tap water,
and either soaked on acid or alkaline solution + cooking on productive performance of
broilers. Ninety-six sexed chicks aged 21 days old with an initial liveweight of 720 + 80 g
were used. A randomized complete block design was applied (first block between August-
September and second block between September-October) and the sex of the birds was
considered in the statistical analysis. Four diets were used, a control without MP and three
diets including 25% MP, these were: a) soaked MP in tap water + cooking; b) soaked MP
in acetic acid solution + cooking; c) soaked MP in calcium hydroxide solution + cooking.
The animals were fed ad libitum and had free access to water. It was used
acetonitrile/water/formic acid (50:50:1) to extract L-Dopa from MP and analyzed by HPLC
to determine the content in the seeds. Records of individual feed intake and liveweight gain
were registered weekly. At the end of the experiment, all animals were slaughtered to
evaluate carcass yield. The alkaline treatment reduced 71% of L-Dopa in comparison to
acid and water treatment (53% and 41% respectively). In the starter phase, there was not
difference in feed intake (p>0.05), however, the acid group has the lowest liveweight gain
(p<0.05) and highest feed conversion ratio when compared to control (p<0.05). It is pointed
out that the productive performance between birds fed with soaked MP in alkaline solution
+ cooking and control group was similar (p>0.05). In finisher phase, there was not
statistical difference in feed intake, liveweight gain and feed conversion ratio among
treatments (p>0.05). No differences were observed in carcass yield (p>0.05), but, the birds

fed with soaked MP in tap water or acid solution + cooking had the heavier liver when is
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compared to control group (p<0.05). No differences in liver weight were observed between
animals fed with soaked MP in alkaline solution and control group (p>0.05). The results of
this study shown that the inclusion of 25% of soaked Mucuna pruriens seeds in alkaline
solution + cooking as feedstuff for poultry chicks is an option to rear the birds without

negative effects in their productive performance.

Key words: Mucuna pruriens, L-Dopa, Broiler chicks, Productive performance.
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Introduction

In developing countries, there is a sharp dependence on grains and oilseeds as the main
source of protein; the high demand for these supplies causes a constant increase in the cost
of feedstuffs for animals. This situation encourages the development of strategies with the

use of under-utilized plants for inclusion in the animal diet.

Ecological conditions in the tropical regions allow the growth of a great variety of species
with nutritional potential. Legumes have been reported as a good source of crude protein
(Adebowale et al., 2005; Siddhuraju y Becker, 2005); amino acids (Mugendi et al., 2010;

Vadivel y Pugalenthi, 2010) and minerals (Arrivalagan et al., 2014).

Mucuna pruriens (L) DC. Var (Wight) Burck also named Velvet Bean, is originally from
tropical Asia (Huisden et al., 2014) and contains high percentage of protein, carbohydrates

and acceptable fiber for animal feeding (Pugalenthi et al., 2005; Safwat et al., 2015).

This specie is a substantial option in the animal diet; however their use could be limited by
the presence of secondary metabolites, when consumed act as antinutritional factors
(ANFs) and reduce digestibility of the diet (Bhat y Karim, 2009; Liener, 1994). Phytates,
trypsin inhibitors, L-3,4-Dihydroxyphenylalanine (L-Dopa), cyanogenic glycosides,
tannins, oxalates, saponins and lectins have been identified in M. pruriens (lyayi etal.,

2008).

The heat labile characteristic of some antinutritional factors reported for M. pruriens, such
as cyanogenic glycosides (Acamovic y Brooker, 2005), trypsin inhibitors, tannins

(Siddhuraju y Becker, 2001) and phenols (Preet y Punia, 2000) allows their elimination
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with thermic treatments (Buckle y Sambudi, 1990; Del Carmen et al., 1999; lyayi et al.,

2008; Safwat et al., 2015).

Josephine and Janardhanan (1992) indicate that L-Dopa in M. pruriens is not heat labile
and solubilization is the way to eliminate it. Thus, calcium hydroxide (Safwat et al., 2015),
water (Tuleun y Igba, 2008), sodium bicarbonate, citric acid and tamarind extract
(Siddhuraju y Becker, 2001) have been used to soak the seeds finding a considerable
reduction of this metabolite. In some studies, Vadivel et al. (2011) reported an inclusion of
40% of MP in starter phase and 60% in finisher phase as an adequate percentage to fed the
poultry birds. In the same way Tuleun et al. (2009) reported that the inclusion of boiled MP
is viable up to 60% resulting an improvement in productive performance, however when

raw MP is given to the birds deleterious effect has been found (Tuleun y Igba, 2008).

Although the presence of secondary metabolites in MP, it is probable to use effective
methods for elimination of L-Dopa and ANFs from the seeds, in this way it will be possible
to increase the utilization of MP in the broiler diet. The objective of this study was to
evaluate the productive performance of broilers fed diets including soaked MP in tap water,

acid or alkaline solution + cooking.
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Materials and methods

Study area

The study was carried out at the poultry production facility of the Faculty of Veterinary
Medicine and Animal Science (FMVZ), University of Yucatan (UADY), Merida, Yucatan,
Mexico. Animals were kept in a poultry house with average temperature between 22 - 24°C

(CONAGUA, 2016).

Processing methods and experimental diets

The treatments used to eliminate L-Dopa from MP seeds were: a) soaked seeds in tap
water; b) soaked seeds in acetic acid solution (200 ml/L; pH=3.0) and c) soaked seeds in
calcium hydroxide solution (40 g/L, pH=12.3). Each batch was soaked during 24 h in
plastic pots, after that, the seeds were rinsed with tap water until the solution residues were
eliminated. The soaked seeds were cooked for 1 h in a metal pot with a gas stove, and were
rinsed again with tap water, finally the cooked seeds were dried in an electric oven during

48 h.

Each processed portion were ground in a hammer mill (particle size between 1 — 2.0 mm)
and stored at temperature room (22 — 25°C) in plastic pots until they were used to make the

experimental diets.

Four diets in two periods were formulated, these were: A) Control without MP; B) 25%
inclusion of soaked MP in tap water + cooking; C) 25% inclusion of soaked MP in acetic
acid solution + cooking; D) 25% inclusion of soaked MP in calcium hydroxide solution +

cooking.
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Laboratory analyses

Chemical composition of treated MP seeds and experimental diets were determined
according to AOAC (2000) procedures, it was determined dry matter (934.01), crude
protein (986.06), ether extract (920.39), crude fiber (962.09) and ash (967.05). The
composition of treated MP seeds are shown in Table 1, and the diets used during starter and

finisher phases are shown in Table 2 and Table 3.

An extraction with a solvent compound by acetonitrile, water and formic acid (50:50:1
respectively) was used. According to Hasegawa et al. (2011), the extracts obtained were
analyzed using an Smartline UV Detector 2500 Knauer HPLC with an Hypersil Gold

HILIC column to determine L-Dopa content in the treated MP seeds.
Experimental animals

During the experiment 96 sexed Hubbard FLEX® chicks aged 21 days were used, the birds
were divided in twoblocks with 48 birds each (first block between August-September and
second block between September-October). Similar number of male and females were
assigned to each treatment. The animals were handled individually in metal cages of
40x40x40 cm, when starting the test the animals were identified and weighed. Starter phase
was considered between week four and five of age, finisher phase consisted by week six

and seven. The animals had free access to water and feed ad libitum.
Analysis of productive performance

Liveweight gain and feed intake were registered weekly. Feed intake was determined by

difference between the offered and the consumed food; the feed conversion ratio was
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calculated as the ratio between feed intake and liveweight gain. At the end of the rearing
periods, all the birds were slaughtered to determine carcass yield (carcass without

drumsticks and head), in the same way, the liver weight was registered.
Statistical analysis

The collected data were analyzed using the General Linear Model (GLM) of the ANOVA
for a randomized complete block design; the sex of the birds was included in the statistical
analysis as a covariable. It was used the software of SAS 9.4 program (SAS Institute, Cary,
North Carolina, USA). It was applied the Least-Squares Means according to Tukey (1949)
When p<0.05 it was considered a significant effect between treatments. The statistical
model used was:
Yijk =p+Ti + Bj + Eijk;
Where Y=the overall mean, Ti =the effect of treatment, Bj= the effect of block and Eij =the

random error.
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Results
L-Dopa quantification

The Table 4 shows the content of L-Dopa in raw and treated MP seeds. The raw seeds had
a content of 2.0%, soaked seeds in tap water + cooking presented a reduction of 41%; it
was a reduction of 53.5% with acid treatment, and when alkaline treatment was used, it

achieved a reduction of 71.0% of L-Dopa.
Productive performance at starter phase

In the Table 5 the productive parameters of the starter phase are shown. The values
obtained respect feed intake were very close and did not presented statistical difference
(p>0.05). The control treatment achieved the highest liveweight gain (p<0.05) respect to the
acid treatment. Similarly, there was a significant difference (p<0.05) when the control and
the acid group were compared (1.7 and 1.9 respectively). However, between groups fed
with MP no differences were observed in liveweight gain and feed conversion ratio
(p>0.05). Nevertheless, it could be appreciated that birds fed soaked MP in alkaline

solution + cooking had a very similar performance compared to control group (p>0.05).
Productive performance at finisher phase

The productive performance parameters at the finisher phase are shown in Table 6. No
differences in feed intake, liveweight gain and feed conversion ratio were observed

(p>0.05) among treatments when the groups fed MP and the control group are compared.
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Carcass yield

The Table 7 shows the data regarding the carcass yield. In average the birds yielded 76.4%
without difference (p>0.05) between groups. However, birds fed soaked MP in water +
cooking or fed soaked MP in acid solution + cooking had the heavier liver in comparison to
the control group. Weight of the liver was similar between alkaline and control group

(p>0.05).
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Discussion

L-Dopa quantification

In this study, it was found that raw seeds contain 2.0% of L-Dopa, this value was lower
than reported by Cassani et al. (2016) and Dahouda et al. (2009) with 5.7% and 3.5%
respectively. The content of L-Dopa in MP has been associated to the color of the seeds,
black varieties have a higher amount, whereas white varieties contain a lower percentage
and mottled varieties have intermediate values (Nyirenda et al., 2003). Mixed seeds were
used in this study, but, white variety was predominant, it could be the reason why the

content of L-Dopa found in MP had a lower amount of than reported in earlier studies.

Soaking MP in calcium hydroxide + cooking reduced 71% of L-Dopa content. This result is
similar to that reported by Gurumoorthi et al. (2008) when soaked MP in sodium
bicarbonate (pH=8.5) and found a reduction of 68%. Similarly, Ukachukwu and Szabo
(2003) when soaked MP in calcium hydroxide achieved 63% of elimination of L-Dopa

relative to raw seeds.

The reduction of L-Dopa content was lower when MP was soaked in acetic acid solution +
cooking (53%) or in tap water + cooking (41%). These values are comparable to earlier
reports. For example, Siddhuraju and Becker (2001) found a reduction of 54% when they
used tamarind extract and 40% when used citric acid, while Diallo and Berhe (2003)
observed a reduction of only 27% when soaked MP in tap water. Vijayakumari et al. (1996)
and Siddhuraju and Becker (2001) indicate that the chemical structure of L-Dopa allows its
elimination easier in an alkaline medium. In this study, soaking MP in calcium hydroxide

solution (pH=12.3) eliminated L-Dopa in a greater proportion than the other treatments.
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Starter phase

The inclusion of MP at 25% in the diet of the birds did not affect feed intake (p> 0.05).
This level of inclusion is higher than recommended in other studies, where MP was
processed with different treatments. For example, Tuleun and Igba (2008) recommend an
inclusion up to 20% of soaked seeds + cooking, lyayi et al. (2008) suggest 15% when
soaked MP in tap water and Akinmutimi and Okwu (2006) recommend up to 10% of

heated MP.

Del Carmen et al. (1999) and Nyirenda et al. (2003) indicate that young birds are more
susceptible to L-Dopa, this compound delays the animal growth when is consumed. In this
study, the group fed with soaked MP in acid solution + cooking had the lowest liveweight
gain and higher feed conversion ratio (67.1 g/day and 1.9) in comparison to control group
(73.2 g/day and 1.7) (p<0.05). Although the birds from acid group had the lowest daily
liveweight gain, this was superior to the result obtained by Tuleun et al. (2011) when used

fermented MP for feeding broilers (41.8 g/day).

When the three groups fed with MP are compared, no significant differences were found in
liveweight gain and feed conversion ratio (p>0.05), however, the growth of the birds fed
with soaked MP in alkaline solution + cooking was very similar to birds of control group
(p>0.05). These results suggest that soaking MP in an alkaline solution + cooking improved
its nutritive value. According to Tuleun and Patrick (2007) soaking and cooking the seeds
increases the digestibility of protein and carbohydrates compared to raw seeds and when
soaking is realized in an alkaline solution it will be a better elimination of L-Dopa to reduce

its effect on the birds (Siddhuraju y Becker, 2001).
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Finisher phase

In finisher phase, there were no differences in feed intake, liveweight gain and feed
conversion ratio between treatments (p>0.05). These results indicate that up to 25% of
treated MP could be used in poultry diets without affecting the productive performance.
This level of inclusion could be considered superior to that recommended by Vadivel and
Pugalenthi (2010) with soaked MP in a sodium bicarbonate solution + autoclave (11%),
Del Carmen et al. (1999) suggest up to 10% of heated MP without negative effects, or the
recommendation by Emenalom and Udedibie (1998) when used toasted MP (6%). Other
authors have mentioned levels not higher than 20% when using soaked MP in water +

cooking, or fermented (Tuleun et al., 2011, 2009).

The results obtained in this phase suggest that soaking MP in tap water, acid or alkaline
solution + cooking were sufficient to reduce L-Dopa present in MP, thus, the productive

performance of the birds was not affected.

Carcass yield

The birds had an average carcass yield of 76% without significant differences between
treatments (p>0.05). However, birds fed with soaked MP in tap water or acid solution +
cooking had heavier livers when they compared to control group (p<0.05). It is pointed out
that there were no differences in liver weight between birds fed soaked MP in alkaline
solution + cooking in comparison to control group (p>0.05). According to Emenalom and
Nwachukwu (2006) and Emenalom and Udedibie (1998) when there are toxic compounds

in the diet, the metabolic work performed by the liver perform for elimination causes an

32



increase in its size. However, it is possible that the content of antinutritional factors of MP
after treatment decreased and did not affect the productive performance of the birds in the

finisher phase.
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Conclusions

In this studio, the elimination of L-Dopa in Mucuna pruriens seeds has been more effective
using an alkaline solution. Birds fed with soaked seeds in acetic acid solution demonstrated
to have worst performance in starter phase. Nevertheless, the presence of L-Dopa in the diet
did not have effects in finisher phase; therefore, 25% of soaked Mucuna pruriens seeds in
alkaline solution and cooked could be included in the diet without having unfavorable

effects on feed intake, liveweight gain and feed conversion ratio.
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Table 1. Chemical composition of treated Mucuna pruriens seeds

Treatment DM CP EE CF Ash
Water 92.01 21.54 2.75 7.99 2.15
Acid 91.76 22.80 2.90 7.91 2.19
Alkaline 92.99 22.48 1.88 7.92 5.38

* DM (Dry matter), CP (crude protein), EE

(Ether extract), CF (Crude fiber)
All values expressed in %/kg MS
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Table 2. Composition and proximal analyses of experimental diets containing treated
Mucuna pruriens seeds at the starter phase

Velvet bean meal at 25%

Ingredient Control Water Acid Alkaline
Maize 60.951 46.510 47.664 47.356
Mucuna pruriens seeds - 25.000 25.000 25.000
Soybean meal 34.579 23.372 22.325 22.605
Calcium carbonate 1.528 1.551 1.554 1.553
Calcium orthophosphate 1.153 1.265 1.273 1.271
Vegetable oil 1.214 1.318 1.163 1.205
Methionine 99% 0.123 0.301 0.310 0.307
Lysine 99% - 0.234 0.261 0.253
NaCl 0.250 0.250 0.250 0.250
Minerals 0.100 0.100 0.100 0.100
Vitamins 0.100 0.100 0.100 0.100
Total 100.00 100.00 100.00 100.00
Determined analysis

Dry matter 85.32 89.37 88.96 88.85
Crude protein 21.40 21.40 21.40 21.40
Crude fiber 0.85 2.09 2.73 2.37

Ether extract 161 241 3.29 2.96

Ash 6.13 4.68 3.52 441

Calculated analysis

Metabolisable energy 3.000 3.000 3.000 3.000
Calcium 0.810 0.810 0.810 0.810
Available phosphorus 0.400 0.400 0.400 0.400
Sodium 0.120 0.130 0.130 0.130
Arginine 0.930 0.950 0.920 0.930
Lysine 1.040 1.040 1.040 1.040
Methionine 0.540 0.540 0.540 0.540
Meth+Cys 0.750 0.750 0.750 0.750
Threonine 0.630 0.630 0.620 0.620
Tryptophan 0.190 0.190 0.190 0.190
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Table 3. Composition and proximal analyses of experimental diets containing treated
Mucuna pruriens seeds at the finisher phase

Velvet bean meal at 25%

Ingredient Control Water Acid Alkaline
Maize 68.956 54.616 55.770 55.462
Mucuna pruriens seeds - 25.000 25.000 25.000
Soybean meal 26.887 15.474 14.428 14.707
Calcium carbonate 1.435 1.458 1.461 1.460
Calcium orthophosphate 1.094 1.207 1.216 1.214
Vegetable oil 0.952 1.074 0.919 0.960
Methionine 99% 0.152 0.332 0.340 0.338
Lysine 99% 0.074 0.389 0.416 0.409
Minerals 0.100 0.100 0.100 0.100
Vitamins 0.100 0.100 0.100 0.100
NaCl 0.250 0.250 0.250 0.250
Total 100.00 100.00 100.00 100.00
Determined analysis

Dry matter 87.79 88.96 89.05 89.04
Crude protein 19.62 19.62 19.62 19.62
Crude fiber 1.24 2.61 2.78 2.54

Ether extract 2.22 2.76 2.78 2.39

Ash 4.90 4.74 4.20 5.16

Calculated analysis

Metabolisable energy 3.060 3.060 3.060 3.060
Calcium 0.750 0.750 0.750 0.750
Available phosphorus 0.374 0.374 0.374 0.374
Sodium 0.130 0.126 0.125 0.126
Arginine 0.730 0.733 0.705 0.713
Lysine 0.992 0.992 0.992 0.992
Methionine 0.530 0.537 0.542 0.540
Meth+Cys 0.714 0.714 0.714 0.714
Threonine 0.510 0.520 0.505 0.509
Tryptophan 0.150 0.155 0.149 0.151
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Table 4. Quantification of L-Dopa in raw and treated Mucuna pruriens seeds

Sample Content (g kg?)
Raw seeds 20.0
Soaked seeds in water + cooking 11.8
Soaked seeds in acid solution + cooking 9.3
Soaked seeds in alkaline solution + cooking 5.8

39



Table 5. Productive performance of broiler chicks with inclusion of Mucuna pruriens seeds

at the starter phase

Treatment Iiv:e:/]\igizlhtl Feed intake!  Liveweight gain' Feed conversion ratio
Control 0.714£0.080*  1.819+0.215*  1.026 + 0.129° 1.782 +0.143°
Water 0.725+0.088%  1.764+0.170°  0.950 + 0.095% 1.862 + 0.148%®
Acid 0.703 £ 0.0892 1.763 + 0.249? 0.940 + 0.149° 1.902 + 0.289?
Alkaline 0.748 + 0.060? 1.796 +0.222¢  0.983 +£0.132% 1.832 + 0.101%

* LExpressed in kg

* Least-squares means adjusted by treatments
* Means within the same row with different superscripts are significantly different

when p<0.05
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Table 6. Productive performance of broiler chicks with inclusion of Mucuna pruriens seeds

at the finisher phase

Treatment Feed intake? Liveweight gain* Feed Conversion ratio
Control 2.342 £ 0.269* 1.036 + 0.1432 2.275+0.1742
Water 2.351+0.3882 0.944 + 0.179* 2.397 £ 0.1712
Acid 2.411 +0.3032 1.014 + 0.1512 2.360 + 0.3012
Alkaline 2.360 £ 0.2712 1.005+0.1772 2.375+0.196%

* 1 Expressed in kg

* Least-square means adjusted by treatments

* Means within the same row with different superscripts are significantly different

when p<0.05
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Table 7. Carcass yield of broilers chicks fed with treated velvet bean seeds

Treatment Carcass yield (%0) Liver weight (g) Liver (g) / Carcass (Kg)
Control 77.08 £ 3.452 47.702 £ 7.1592 22.387 + 3.366°
Water 76.32 £ 2.85% 49.250 £ 10.1262 24.582 + 4.518?
Acid 75.56 + 3.279* 50.083 + 10.468* 25.075 + 3.939*
Alkaline 76.38 + 3.214° 50.903 + 6.4312 24.414 + 3.156%

* Least-square means adjusted by treatments
* Means within the same row with different superscripts
when p<0.05
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AnNexos

Anexo 1. Metodologia para la cuantificacion de L-Dopa en Mucuna pruriens

1. Solucién estandar

Se prepar6 una solucion madre estandar (1000 pg/ml) disolviendo 20 mg de estandar para
L-DOPA en 20 ml de acetonitrilo/agua/acido formico (50:50:1). Se prepararon soluciones
patron al diluir la solucion madre con acetonitrilo/agua/acido férmico (50:50:1) en el

intervalo de concentracion de 0.5-100 pg/ml
2. Muestra

Se obtuvo semilla de Mucuna pruriens en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
se dividié en tres porciones de acuerdo al tratamiento que recibieron para la eliminacion de
L-Dopa (Agua, medio acido y medio alcalino) y se seleccioné 50 g de cada una para su
analisis en el HPLC

3. Preparacion del extracto muestra

Las semillas de M. pruriens fueron pulverizadas finamente usando un molino. Se
transfirieron 100 mg de este polvo a un tubo de ensayo de 10 ml y se le afiadieron 5 ml de
acetonitrilo/agua/acido féormico (50:50:1). Esta mezcla se extrajo por ultrasonido durante 15
min. Después de centrifugar durante 10 minutos, el sobrenadante se transfirié a un matraz
aforado de 20 ml. El precipitado se reextrajo con 5 ml de acetonitrilo/agua/acido férmico
(50:50:1) en las mismas condiciones y se centrifugd nuevamente. Los sobrenadantes
recogidos durante las extracciones se combinaron y el volumen se ajusté a 20 ml con
acetonitrilo/agua/acido férmico (50:50:1). Una porcién de solucion se filtr6 a través de una
solucion de 0,45 pm en un filtro de membrana de politetrafluoroetileno.

4.  Analisis por HPLC
El andlisis se realiz6 utilizando un equipo HPLC Knauer con un detector UV/VIS Modelo
2500 con una columna Hypersil Gold HILIC 250x4.6 mm 5 pum. La fase movil fue de 10

mmol/l de amonio (pH 3,5) /acetonitrilo (3:7). El caudal de la fase mévil se fijo en 1,0
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ml/min, y el volumen de inyeccion fue de 20 pl. La temperatura de la columna se mantuvo
a 40°C. El detector UV se ajusto a 280 nm
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