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RESUMEN

Jatropha curcas L es una planta tropical y se utiliza, actual-
mente, como fuente de biodiesel. La torta, después de la
extraccion de aceite, es rica en proteinas y es una fuente
potencial de alimento para el ganado; sin embargo, esta
compuesta por un grupo de sustancias téxicas, incluyendo
ésteres de forbol (PMA) y algunos otros antinutrientes. En
esta investigacion, se aplicaron diferentes métodos de desin-
toxicacion en la torta desgrasada de J. curcas, para eliminar
o reducir a un nivel aceptable o permitido, la concentracién
de PMA, taninos y saponinas. La metodologia incluyé tres
tratamientos quimicos, etanol, metanol e hidréxido de sodio/
hipoclorito de sodio. Los dos primeros, con radiacién térmi-
ca seca y, el tercero, con radiacién térmica himeda (agua).
Se realizé un andlisis fisico-quimico, para caracterizar el con-
tenido de fibra, de proteinas solubles, de extracto etéreo, de
nitrégeno y de carbohidratos solubles. Las desintoxicaciones
actuaron, de tal manera, que los niveles de actividad de an-
tinutrientes se vieron altamente afectados (p<0.05). Los tra-
tamientos con metanol e hipoclorito de sodio/hidréxido de
sodio, arrojaron un contenido de proteinas total de 33,99%
y 18,77%, respectivamente, mientras que con etanol, un to-
tal de 64,68%, dejando una torta con un nivel aceptable, de
acuerdo con los requisitos exigidos para la alimentacién de
ganado. La reduccién en el contenido de PMA en las mues-
tras fue exitoso; las desintoxicaciones con metanol, hidréxi-
do de sodio/hipoclorito de sodio, redujeron el contenido final

en un porcentaje de 99,80% y 99,85%, respectivamente; no
obstante, la desintoxicacion con etanol dio un estricto valor
de 99,96%, caracterizandose como la mejor opcién.

Palabras clave: Esteres de forbol (PMA), antinutrientes, pinén
manso, agroindustria.

SUMMARY

Jatropha curcas L. is a tropical plant presently used as a
source of biodiesel; the cake, after oil extraction is rich in
protein and is a potential source for livestock feed. However,
this resultant cake is compound by a group of toxic
substances, including phorbol esters (PMA), and some other
antinutrients. In this investigation, were applied different
methods of detoxification on the defatted cake of J. curcas
using three chemical treatments, ethanol, methanol (both
with dry thermal radiation), and sodium hydroxide / sodium
hypochlorite with wet thermal radiation (water) to eliminate or
reduce to a tolerable and permissible level the concentration
PMA, tannins, and saponins. A physical-chemical analysis
was performed to characterize the fiber content, soluble
protein, lipids, nitrogen and soluble carbohydrates. The
detoxification acted in a way that the activity levels of anti-
nutrients were highly affected (p<0.05). Treatments with
methanol and sodium hydroxide/sodium hypochlorite
showed a low percentage on the protein content, 33.99%
and 18.77% respectively, while the detoxification with ethanol
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reduced to 64.68%, leaving a cake in a highly acceptable
level, according to the requirements for livestock feed. The
reduction on the content of PMA in the samples was also
successful; detoxified samples with methanol and sodium
hydroxide/sodium hypochlorite, reduced the final content
by a percentage of 99.80 % and 99.85% respectively, while
detoxification with ethanol gave a strictest value of 99.96%,
leaving this latter as the best option again.

Key words: Phorbol esters (PMA), antinutrients, purging nut,
agribusiness.

INTRODUCCION

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) es un arbusto de usos
multiples y gran importancia econémica, debido a varios
usos potenciales industriales y medicinales (Lim 2010; Ka-
lam et al. 2012). Investigadores consideran la J. curcas
como una alternativa a los combustibles fésiles, para redu-
cir las emisiones de gases de efecto invernadero (Behera et
al. 2010). En la actualidad, la especie puede contribuir a la
disponibilidad de energias renovables, pues desenvuelve un
papel importante en la produccién de biodiesel, ya que no
es toxico con la naturaleza en comparacién al petro-diesel
(Pandey et al. 2012).

El contenido de aceite en las semillas es de alrededor de 30-
40% vy la torta puede contener hasta 60% de &cidos grasos,
en patrones similares a los aceites comestibles (Pompelli et
al. 2010). La composicién y el porcentaje de los amino&ci-
dos esenciales y el contenido mineral de la pasta resultante
de la extraccion de aceite puede ser comparada con pastas
similares, utilizadas como forraje (Makkar et al. 2008); no
obstante, debido a diversos principios téxicos, como la le-
citina (curcina), ésteres de forbol, saponinas, inhibidores de
proteasas Yy fitatos, el aceite, la semilla o la pasta resultante
de la extraccién de aceite, ain no puede ser utilizado en la
nutricién animal o humana (Rakshit et al. 2008; Devappa et
al. 2010); su uso puede conducir a la promocién de tumo-
res, proliferacién celular, activacién de plaquetas de la san-
gre, mitogénesis de linfocitos, eritema de la piel, produccién
de prostaglandinas y estimulacién de la desgranulacién de
los neutréfilos (Saetae & Suntornsuk, 2011).

La resistencias de los ésteres de forbol a las condiciones tér-
micas e, incluso, a la ebullicién del aceite, ha llevado a inves-
tigaciones para la detoxificacién de estas semillas, mediante
la extracciéon con solventes orgénicos y con tratamientos
quimicos combinados. Diversos autores, como Aregheore
et al. (2003), Martinez et al. (2006) y Rakshit et al. (2008),
han empleado etanol, metanol, élcalis [NaOH y Ca (OH):],
combinaciones alcohol-élcalis, etanol-NaHCOs y NaOH-Na-
CIO, reportando disminuciones por encima del 40%, en el
contenido de ésteres de forbol. Desintoxicaciones por mé-

todos térmicos han reportando disminuciones en actividad
de antinutrientes, por tratamientos secos y disminucién en la
actividad de lectina, por tratamiento himedo, a partir de los
30 minutos de coccion (Rakshit et al. 2008).

A pesar de encontrarse numeros trabajos en la desintoxica-
cién de la torta son muy escasos los experimentos que han
evaluado la pérdida de contenido nutricional en el producto
tratado; no obstante, se han realizado pruebas in vitro para
concer la toxicidad del producto detoxificado.

Esta investigacion tuvo como propésito evaluar el efecto de
la combinacién de tratamientos quimicos y fisicos para la
eliminacién o disminucién de sustancias toxicas presentes
en la torta de semillas de J. curcas, principalmente, esteres
de forbol, saponinas y taninos. Se realizaron andlisis fisico-
quimicos (proximales), para conocer si la torta detoxificada
cumplia con las caracteristicas y la composicién necesaria
para adpatarla como alimento de consumo animal; lo ante-
rior, con el fin de identificar procesos agroindustriales poten-
ciales, que faciliten el aprovechamiento integral de la planta,
sustancialmente, los altos contenidos proteicos en la torta,
para su uso seguro, como alimento para ganado bovino.

MATERIALES Y METODOS

Metodologias y andlisis: En esta investigacion, se trabajo
con una torta de semillas desgrasadas de origen brasilero
de J. curcas, resultante de la obtencién de biodiesel, sumi-
nistrado por el Centro de Tecnologias Estratégicas del Nor-
deste (CETENE), ubicado en la ciudad de Recife, Brasil. La
torta fue dividida en doce porciones, tres partes para cada
desintoxicacién y tres para mantenerlas como testigo para
efectos del diseno experimental; todas fueron rotuladas y
guardadas a temperatura controlada.

Para la desintoxicacién, se evaluaron tres metodologias: i)
desintoxicacién con etanol al 92%, basada en los resultados
publicados por Makkar et al. (1997) y aplicacién de radia-
cién térmica seca de 74°C x 48 horas; ii) metanol al 92%,
con base en los resultados reportados por Aregheore et al.
(2003), empleando radiacién térmica seca a 100°C x 48
horas (Martinez et al. 2006); iii) NaOH (1M) - NaClO (5%),
de acuerdo con lo propuesto por Aregheore et al. (2003),
aplicando radiacién térmica himeda de 121°C x 20 minutos
y radiacion térmica seca de 100°C x 2 horas; en este trata-
miento, se requirié de numerosas lavadas hasta controlar el
pH (7-7,5) y eliminar cualquier residuo del solvente. Al igual
que las anteriores, la muestra fue enfriada, marcada y guar-
dada en temperatura controlada.

Luego de efectuadas estas metodologias, se realizaron ana-
lisis proximales de humedad (AOAC 841.78/ 2005), cenizas
(AOAC 923.03/1980), lipidos y fibras (Barreto & Bezerra,
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2004), carbohidratos solubles totales (Dubois et al. 1956),
proteinas solubles (Bradford, 1976), nitrégeno (ASTM, 1994 -
Método D3590), con el fin de conocer el valor nutricional del
producto (Fennema et al. 2010) y tres técnicas analiticas, para
determinar la toxicidad final de la torta, en la que se caracterizo:

Saponinas y Taninos: Las saponinas, se determinaron
cualitativa y semi-cuantitativamente y los taninos, cualitati-
vamente, ambos de acuerdo a la metodologia descrita por
Pompelli et al. (2011).

Esteres de forbol: Determinacién cualitativa y cuantitativa,
mediante HPLC mg/g forbol -12 miristato -13 acetato (PMA)
(Makkar & Becker, 1997).

Para la determinacién del PMA, se emple6 un Micro High-
performance liquid chromatography (HPLC), marca Thermo
SCIENTIFIC, compuesto por una bomba accela 600, auto-
muestrador y detector Photo Diode Array (PDA), con una mi-
cro columna Hypersil GOLD de 50 x 2,1mn y 1,9u, de fase
inversa. Para la fase movil, se aplicé el gradiente definido por
Makkar & Becker (1997), modificado. Se trabajé con agua
tipo HPLC, con 1,75% de acido O-fosférico 85% (solvente A)
y Acetonitrilo (solvente B), con un flujo 200 ul/min. El volu-
men de muestras fue de 1 ul, para ello se usé un gradiente y
una muestra patrén, pura: (PMA) Forbol 12-miristato 13-ace-
tato = 99%, (TLC) liquido, de la empresa Sigma Aldrich®.

La cuantificaciéon del PMA, se realizé a una longitud de onda
250nm a una temperatura de 25-26°C.

Andlisis estadisticos de los resultados: Los resultados fue-
ron sometidos a un anélisis de varianza bajo la estructura de
un disefo completamente aleatorizado con arreglo factorial,
en el cual, se evaluaron los tratamientos quimicos. La unidad
experimental (UE) estuvo compuesta por doce (12) mues-
tras. Cada tratamiento quimico consté de tres repeticiones y
una muestra testigo con igual repeticiones, para un total de
12 muestras. La informacién fue analizada estadisticamente,
a través del Statistical Analysis System (SAS) y el programa
Statgraphics version 2.1; se utiliz6 como prueba de compa-
racién de media la diferencia minima significativa (DMS), en
niveles significantes de 5 y 1%. Las interacciones que resul-

taron significativas o altamente significativas, se descompu-
sieron gréfica y numéricamente, a través de un ANOVA, con
la tasa de varianza F significante al 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la desintoxicacion, los tratamientos con etanol y con meta-
nol mostraron semejanzas de comportamiento, desde la adi-
cién del solvente hasta el resultado final, después de aplicar
los tratamientos térmicos; en las dos muestras, el material de
ambas se compactd, dejando una apariencia de “suelo arido”.

En el tratamiento con NaOH-NaClO, se observé que al adi-
cionarle NaOH, aparecia un poco de efervescencia durante
pocos segundos (= 3); al anadirle NaClIO, se desprendia un
olor fuerte parecido al olor del amoniaco. Esta desintoxi-
cacién dio como resultado una torta maleable y pastosa
(caracteristicas que fueron conservadas hasta el momento
previo de secado en el horno).

Composiciones proximales

Contenido de humedad y ceniza: En este caso, se obtu-
vieron valores aceptables, todos inferiores al 5%, que estan
dentro de los pardmetros de normalidad/aceptabilidad, para
este tipo de alimentos. Esto permite obtener un producto
que puede ser almacenado por tiempo definido y condicio-
nes poco controladas; sin embargo, se debe tener en cuenta
que los valores de humedad pueden variar segin los tiem-
pos y las condiciones de secado. El contenido de humedad
de un grano, segin Cayén (1996), se ve afectado por varios
factores, entre ellos, la madurez del grano, la humedad de la
cosecha y la temperatura y el porcentaje de humedad relati-
va de almacenamiento, es decir, que el ambiente en donde
se almacena la trota posee alta humedad relativa, se puede
absorber y aumentar el contenido de humedad.

El porcentaje de cenizas de las muestras también se ubica
dentro del limite permisible, menor a 10% (Akintayo, 2003),
pues depende de la composicién del material y el porcentaje
del mismo que esté asociado al contenido de otros minera-
les, como potasio, sodio, fésforo (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas proximales de diferentes tratamientos de detoxificacion de la torta de semillas de Jatropha curcas.

Metodologias Humedad (%) Media = D.E. Cenizas (%) Media = D.E.
Testigo 3,17 + 0,09° 0,11 = 0,008°
Etanol 0,44 * 0,05° 0,10 + 0,005
Metanol 0,35 + 0,07° 0,07 *= 0,002°

NaOH - NaClO 0,36 + 0,19" 0,06 + 0,004°

*D.E: Desviacion estandar; P<0.00001, P<0.0005, respectivamente. Resultados con igual letra son estadisticamente

iguales.
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Contenido de lipidos: El porcentaje de lipidos se vio alta-
mente afectado por los tratamientos de detoxificacién con
etanol y con metanol, reduciendo la concentracién en un
59 y 54,42%, respectivamente. Esto se puede deber a que
el pequeno tamano del grupo hidroxilo alcohdlico en los
dos solventes es soluble en entornos, tanto acuosos como
lipidos (King et al. 2009) y que en los lavados, que exigian
cada uno de los tratamientos, se hayan descartado tam-
bién contenido de acidos grasos: el 41,07%, para etanol y
45,58%, para metanol; no obstante, la muestra desintoxica-
da con NaOH-NaCIO, arrojé una disminucién significativa-
mente desproporcional (p<0,05) en comparacién con las
otras dos metodologias, disminuyendo el valor lipidico, en
un 90,3% y eliminando, casi por completo, la presencia de
acidos grasos, que se encontraban en la muestra. Este bajo
contenido puede ser por consecuencia de diversos factores,
uno de ellos, es que el hidréxido de sodio (catalizador basico)
haya actuado como detergente (Lakatos & Oliveira 2001),
separando las suciedades del sustrato sobre el que estaban
retenidas y saponificando los &cidos saturados presentes en
la torta, de tal manera, que el elevado porcentaje inicial de la
torta se haya reducido casi en su totalidad (Tabla 2).

Contenido de fibra cruda: Se observé un aumento parcial
en el contenido de fibras de la muestra tratada con etanol
(10% mas que el testigo), lo que se puede deber a que la
seleccién de la muestra se hizo con base a una torta que,
probablemente, no presentaba la misma homogeneidad en
su contextura (alta heterogeneidad). Lo anterior puede ser
consecuencia del proceso de obtencién del biodiesel, que

prioriza este objetivo (combustible) y no la calidad final de la
torta, que es considerada subproducto (Tabla 2).

Contenido de nitrogeno: Las muestras desintoxicadas con
metanol y NaOH-NaClO redujeron el contenido de nitrége-
no, a una proporcién de 29,7 y 26,7%, respectivamente; las
elevadas condiciones térmicas a los que fueron sometidos
estos dos tratamientos pueden argumentar la reduccién ex-
cesiva de la proteina (Badui, 2006), pues al ser termolabiles,
fueron crucialmente afectadas por estas dos metodologias.
Estos valores indican que las desintoxicaciones degradaron,
de tal manera el contenido de proteina cruda, que dejaron
valores inaceptables, segin la Norma General del Codex
para Productos Proteinicos Vegetales (Ppv) - Codex Stan
174 - 1989 (FAO OMS, 2006), que justifica un valor minimo
de 40%, segun el estandar de la misma (Tabla 2); no obstan-
te, la muestra detoxificada con etanol, redujo un 18,96% del
nitrégeno inicial comparada con la muestra testigo, dejando
un elevado contenido (81,08% N) y de proteina cruda. Aun-
que esta metodologia también exigia tratamiento térmico, la
exposicion fue menor, tanto en tiempo como en temperatu-
ra, por lo que la reduccién en nitrégeno fue menor.

Contenido de proteinas solubles y carbohidratos so-
lubles totales: Las proteinas son moléculas termolébiles,
inestables a cambios de temperaturas altas, lo que conduce
a la degradacién de las mismas (Badui, 2006). Los trata-
mientos que tuvieron mayor radiacién y exposicién térmica
(metanol y NaOH-NaClO), arrojaron los valores mas bajos
de proteina con un contenido final de 33,97% y 18,76%,
para cada una.

Tabla 2. Valores promedio (+ desviacion estandar D.E.) de lipidos, fibras, nitrégeno (%), proteinas solubles y carbohidratos
solubles totales en torta de semilla de Jatropha curcas, sometida a tratamientos de desintoxicacién quimico/fisicos.

Metodologias Lipidos Fibras N* (%) (g.k'; §TMS) (mmgl/sk; s
Testigo 1550+ | 3736+ 44,83 = 12,08 = 383,22
0,25 0,16 0,72 0,33 42,58
Erareo e | dee | ome |782=008 | 1T0RT
Metarc o | oslt | ome |410=028 | OOT
NaOH - NaCIO 16?852: 95T | e |260m1" | 34002542

*N: Nitrégeno; PST: Proteinas solubles totales; CST: Carbohidratos solubles totales; D.E: Desviacion
estandar; P<0.00001 en las muestras. Resultados con igual letra son estadisticamente iguales. * MS=

Masa seca.
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En la detoxificacion con etanol, la reduccién de proteina fue
de un 35,31%, dejando un contenido final total de 64,68%,
valor satisfactorio para la elaboracién de una dieta para ga-
nado bovino (FAO OMS, 2006).

La importancia de la conservacién de la proteina en los trata-
mientos de detoxificacién radica en que los microorganismos
también digieren la proteina por accién enziméatica y la con-
vierten en &cidos grasos volétiles y amoniaco; las bacterias
utilizan el amoniaco para nutrirse y sintetizar su propia pro-
teina celular que, a la larga, seré la fuente principal de ami-
noécidos para el rumiante, cuando los microorganismos son
digeridos en el tracto digestivo del animal (Robles, 2008).

El tratamiento con NaOH-NaClO presenta una disminucién
abrupta de carbohidratos, pues reduce su contenido once
veces mas si se compa con la muestra testigo, dando como
resultado una torta pobre de contenido (8,87%). Lo anterior,
puede ser consecuencia de la alta afinidad de los atomos de
carbono (unidos a otros grupos funcionales como carboni-
lo e hidroxilo) con los solventes, que pudo haber llevado a
cabo un hidrdlisis simple o simplemente actuaron como
agente reductor (Badui, 2006).

Entre tanto, aunque la reduccién con metanol fue menor
(26,07%), no es un porcentaje suficiente para el aporte y el al-
macenamiento de energia para el ganado, pues debe estar en-
tre el 50 y 80% de carbohidratos (Wattiaux, 2012), lo que hace
que se conviertan en tratamientos inconvenientes (Tabla 2).

Es importante que la cantidad de carbohidratos solubles en
las muestras sea relativamente alta, pues de esto depende,
en gran parte, la calidad de la nutricién animal, ya que son
convertidos réapidamente en acidos grasos volatiles y son
fuente inmediata de energia, para la multiplicacién de la flo-
ra ruminal (Robles, 2008). Por lo anterior, La muestra detoxi-
ficada con etanol estéd un poco mas cerca de los pardmetros
establecidos, pues arrojé un valor de 42,68%, dejando esta
opcién mas accesible y favorable que las anteriores.

Valoracion toéxica: El contenido toxico de la muestra, se de-
termind con base en los resultados del contenido de ésteres
de forbol, presencia de saponinas y de taninos. Los valores
obtenidos de las pruebas se muestran en la tabla 3.

Las muestras de J. curcas sin desintoxicar, presentaron
un elevado contenido del metabolito 12-miristato 13-ace-

Tabla 3. Contenido de ésteres de forbol, saponinas y taninos en torta de semilla de Jatropha curcas, sometida a tratamientos

de desintoxicacion quimico/fisicos.

Contenido de ésteres . .
. Presencia de Presencia de
Metodologias de forbol saponinas taninos
(mg/Kg)

Testigo 204,60° Positiva Negativa
Etanol 0,07 Negativa Negativa
Metanol 0,40 Negativa Negativa
NaOH-NaClO 0,29 Positiva Negativa

* Resultados con igual letra son estadisticamente iguales.

tato, corroborando la necesidad de desintoxicacion de la
misma.

En cuanto a la ausencia de taninos en todas las muestras, se
puede deber a tres factores: i) la torta de Jatropha curcas que
se escogib para realizar los andlisis pertenezca a una variedad
libre o de muy poco contenido de esta sustancia; ii) el porcen-
taje evaluado de las muestras haya sido tan pequeno como
para denotar presencia de estos Yy, iii) el método por determi-
nacién cualitativa no haya sido lo suficientemente eficaz.

Por otra parte, la presencia de saponinas, sélo en la muestra
sin detoxificar, es un buen indicador de que las metodolo-
gias aplicadas eliminaron favorablemente la presencia de
saponinas en las muestras.

Comparaciéon de dietas existentes: Teniendo en cuenta
la referencia de la FAO, se compararon los componentes
nutricionales de dos suplementos alimenticios para ganado
(algodén y harina de pescado) y las tortas desintoxicadas de
J. curcas (Tabla 4).
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Tabla 4. Componentes nutricionales de diferentes dietas vs. torta de semilla de Jatropha curcas, con el valor de referencia

de la FAO.
COMPONENTES NUTRICIONALES
Alimento
Pro (%) | Hum (%) | Cen (%) Lip (%) Fib (%) N (%) Chd (%)
Semilla de algodén
(FEDNA, 2004), 20,4 8 3,8 18,4 25,4 - -
Harina de pescado
(FEDNA, 2004), 70,0 7,0 12,5 9,5 0,4 - -
Torta de Jatropha 64,69 0,440 0,101 41,03 10% 81,03 42,68
(Etanol) >testigo
Torta de Jatropha 33, 97 0,352 0,079 45,54 50,05 29,73 26,67
(Metanol)
Torta de Jatropha
(NaOH-NaCIO) 18,76 0,368 0,061 9,64 44 51 26,76 8,87
Referencia FAO - >5 >10% - - 40% -

*Pro=Proteinas; Hum=Humedad; Cen=Cenizas; Lip=Lipidos; Fib=Fibras; N=Nitr6égeno; Chd=Carbohidratos.

Con base en los resultados observados para la torta tratada
con etanol, contenidos de proteina (64%), carbohidratos so-
lubles totales (42,68%), nitrégeno (36,33%) y fibra (41,3%),
demuestran que puede ser utilizada como un suplemento
alimenticio, pues no discrepa con las caracteristicas de los
otros suplementos que ya estén estandarizados y comercia-
lizados. La disminucién en el contenido de ésteres de for-
bol en las muestras con etanol, de un 99,96%, seguido por
NaOH-NaClO, en 99,85% y, finalmente metanol, en 99,80%,
indican que ninguno de los extractos presenta factores anti-
nutricionales o toxicoldgicos, pues no hay diferencia signifi-
cativa entre ellos (p<0.05).

Por lo anterior, los resultados del presente trabajo indican
que la alternativa més adecuada para la desintoxicacién
de la torta de J. curcas L es el tratamiento con etanol,
dado que los valores nutricionales se mantuvieron, pues
no hubo mayores degradaciones, segun los criterios de
la FAO, no hay residuos de solventes téxicos y los com-
ponentes antinutricionales y daninos (ésteres de forbol,
saponinas) fueron eliminados satisfactoriamente, resul-
tando mas conveniente en cuanto a su aplicacién, segu-
ridad y consumo, lo que resulta més atractivo, si se de-
sea utilizar de manera agroindustrial; sin embargo, todos
los tratamientos aplicados afectaron significativamente
el contenido de proteina cruda y soluble en la torta de
J. curcas, pues degradaron, de tal manera las moléculas
que, incluso, hasta el mejor de ellos, redujo el contenido
final a la mitad (etanol); por tanto, se recomienda realizar
estudios con animales para confirmar la seguridad de la

torta desintoxicada (presencia de curcina), antes de su
aplicacién en alimentos.
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