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INTRODUCCION

Las legumbres son fuentes importantes de nutrientes esenciales en la dieta y tienen un gran
potencial en nutricion animal y humana aunque contienen compuestos antinutritivos que
pueden interferir con su valor nutricional. Vigna unguiculata (Vigna) es una legumbre muy
consumida en Asia, Centro y Sudamérica y Africa (Nwokolo y Smartt, 1996).
Tradicionalmente, las legumbres se procesan para mejorar su palatabilidad y destruir
compuestos antinutritivos siendo el remojo, el cocinado, la germinacién o la fermentacién los
métodos mas ampliamente usados y efectivos (Urbano et al., 2007). El uso de estos
métodos de procesado de las legumbres podria alterar la excreciéon enddégena de los
animales alimentados con las mismas. No se conocen bien los efectos de las diferentes
condiciones de procesado de los alimentos en la excrecién enddégena o la poblacion
bacteriana del intestino grueso. El objetivo de este trabajo fue estudiar si procesos
tecnoldgicos sencillos como la fermentacién natural y el calentamiento afectan el nimero de
bacterias a nivel fecal en ratas alimentadas con dietas cuya Unica fuente de proteina fue la
Vigna.

MATERIAL Y METODOS
Cincuenta ratas albinas Wistar de 3 semanas de edad, recién destetadas, se distribuyeron
en 5 grupos experimentales: Caseina o control (CM), Vigna cruda (V), Vigna fermentada
naturalmente (FV), Vigna fermentada naturalmente y autoclavada (FVA) y proteinopriva (PP)
para determinar las pérdidas fecales endégenas, y se mantuvieron en jaulas metabdlicas
disefiadas para recoger separadamente heces y orina en un laboratorio termorregulado con
ciclos de 12 h de luz/oscuridad. Cada grupo consumié ad libitum una de las dietas
experimentales durante 10 dias excepto el grupo consumia la dieta PP que la consumio
durante 6 dias. Tras un periodo de adaptacién de 3 dias (2 para PP) se realizé una recogida
total de excreta durante 7 dias (4 para PP) conservandose las heces a -20°C hasta su
liofilizacién. Las dietas, isoproteicas (12% PB, excepto la PP) e isoenergéticas, se
formularon para cubrir las necesidades de ratas en crecimiento (NRC, 1995). Para ajustar la
cantidad y el tipo de fibra dietaria a los de la Vigna (Martin-Cabrejas et al., 2004) la dieta CM
se suplementé con las siguientes fuentes de fibra: celulosa, agar-agar, xilano de centeno,
almidon de patata y lignina como fuentes de fibra insoluble (30,1, 31,3, 5,1, 18,5, y 15,0%
del total de fibra insoluble, respectivamente) y pectina de citrico como fibra soluble. Las
semillas de Vigna se lavaron con agua destilada, se secaron en estufa y se molieron
previamente a la preparacion de las dietas. Fermentacion (dieta V): La harina de Vigna
cruda se suspendié en agua estéril permitiéndose la fermentaciéon con los microorganismos
presentes de forma natural en la semilla (Doblado et al., 2003) a 37°C durante 48h sin
aireacion en un fermentador con agitacion y tras la fermentacién se liofilizé la harina.
Tratamiento térmico de la harina fermentada: La harina V se esteriliz6 con calor seco
durante 20 min a 121°C. Analisis estadistico: Los datos fueron sometidos a un ANOVA de
una via y las diferencias entre medias se estimaron mediante el test de Duncan utilizando el
paquete estadistico StatGraphics. La extracciéon y purificacion de ADN se llevo a cabo a
partir de heces liofilizadas y molidas utilizando el kit comercial QlAamp DNA Stool Mini Kit
(Qiagen, Cat. no 51504) (Ruiz y Rubio 2009).: La cuantificacion de bacterias totales se llevo
acabo mediante PCR cuantitativa y se utilizaron los oligonucleétidos F-tot (directo) 5'-
GCAGGCCTAACACATGCAAGTC-3 y R-tot (reverso) 5-CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’
(Castillo et al., 2006). Las curvas estandar se construyeron utilizando el plasmido resultante
de clonar el Broducto de amplificacién por PCR del gen rRNA 16S de Escherichia coli en el
vector pCR™4-TOPO™. La funcién que describe la relacion entre C, (ciclo umbral) y el
logaritmo del nimero de copias (x) fue C;= 1,741 — 3,578 x; R?= 0,998. La PCR cuantitativa
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se llevé a cabo utilizando la mezcla FastStart Universal SYBR Green (ROX). Las
condiciones de reaccién fueron 95°C 10 minutos, 40 ciclos de 95°C 15 segundos y 60°C 1
minuto.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las ratas alimentadas con dietas basadas en harina de Vigna tuvieron un niumero mayor de
bacterias a nivel fecal que las dietas de caseina (Fig. 1). La fermentacion o el calentamiento
no produjeron cambios en el recuento de bacterias totales a nivel fecal. Las diferencias en el
contenido en caseina (dietas PP y CM) no dieron lugar a diferencias significativas en el
recuento de bacterias totales en heces. Las bacterias fecales son una fraccién de las
pérdidas endogenas fecales, no distinguiéndose normalmente qué parte del endégeno
corresponde a microflora. Marcando la proteina endégena con "°N se puso de manifiesto
que existe una contribucion del N bacteriano (con menor enriquecimiento isotopico relativo)
a la digesta (Lien et al., 1997). Ademas, los microorganismos son ricos en proteina
(Neidhardt et al., 1990), y no sélo pueden utilizar los aminoacidos no absorbidos sino que
pueden sintetizarlos de novo (Fuller y Reeds 1998). Por estas razones, la determinacién de
la contribucién de la microflora a la digesta total es de interés en nutricién animal. Las
pérdidas endogenas pueden estimarse suministrando una dieta proteinopriva a un grupo de
animales asumiendo que el nitrégeno determinado a nivel ileal o fecal corresponde a las
pérdidas endogenas de los animales en experimentacién que toman las dietas problema en
paralelo. Esta aproximacion no estd exenta de inconvenientes y aunque se han propuesto
alternativas para mejorarla (Fuller y Reeds, 1998), sigue siendo la técnica mas empleada. El
contenido en acido diaminopimélico (DAPA), presente en la pared celular de bacterias, o el
contenido en D-Ala se han utilizado como marcadores de proteina de origen bacteriano
(Masson et al., 1991, Schoenhusen et al., 2008). Rubio (2003) estimé por medio del DAPA
que el N bacteriano constituye entre el 50 y el 80 % del N total en heces de ratas
alimentadas con legumbres. Sin embargo, el uso de técnicas moleculares ha revolucionado
el estudio de la microflora digestiva permitiendo tanto la cuantificacién como la tipificaciéon de
la misma. Asi, en el presente trabajo se ha realizado el recuento de bacterias totales en
heces de ratas alimentadas con diferentes fuentes de N en la racién.

En conclusion, los animales alimentados con caseina tuvieron mucho menor contenido
bacteriano que los alimentados con dietas basadas en Vigna. Por tanto, como se ha
sugerido anteriormente, una parte muy significativa del N endégeno fecal en ratas
alimentadas con leguminosas pertenece a la fraccion bacteriana, lo que cuestiona el uso de
raciones proteinoprivas para estimar la excrecion endégena de N. La fermentacién y el
tratamiento térmico de la harina de Vigna no tuvieron ninguin efecto sobre el contenido total
de bacterias a nivel fecal. La cuantificacion de los grupos bacterianos predominantes en la
flora fecal podria dar informacion valiosa sobre el posible efecto prebiotico de la Vigna.
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TOTAL BACTERIA AS PART OF FECAL ENDOGENOUS LOSSES OF N IN RATS FED
WITH VIGNA UNGUICULATA

ABSTRACT: Legumes are important sources of nutrients in animal and human nutrition
although they have antinutritional factors as well. Heat treatment and fermentation are
common processes used to improve palatability and inactivate antinutritional factors of
legumes. The intestinal microbiota is a fraction of endogenous losses very relevant in animal
nutrition studies. The aim of this study was to ascertain if heat and germination of Vigna
sinensis affect the number of bacteria of faeces in rats. Wistar rats (n=50) kept in metabolism
cages were fed ad libitum isoenergetic diets containing Vigna flour (raw, fermented or
fermented and heated), casein or a protein free diet. After 4 days of adaptation separate
faeces and urine collection was performed for 6 days. Total count of bacteria in freeze-dried
faeces was determined by real-time PCR. Vigna rats had significantly higher total faecal
bacteria counts than casein and protein free rats. Fermentation or heat treatment did not
alter faecal bacterial counts. In conclusion, the use of a protein free diet to estimate
endogenous losses, underestimates the bacteria fraction of rats fed Vigna unguiculata.

Keywords : bacteria, endogenous losses, rat, Vigna unguiculata
Figura 1. Recuento de bacterias fecales totales (n° copias 16S/mg materia seca), en ratas
alimentadas con dietas normoproteicas cuyas fuentes de proteina eran caseina (CM), harina

de Vigna cruda (V), fermentada (FV) o fermentada y autoclavada (FVA) o una dieta
hipoproteica de caseina (PP).
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