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RESUMEN

Lalombriz Eisenia foetida representa una
alternativa nutricional por el alto contenido de
proteinas. El objetivo de este trabajo fue determinar la
composicion quimicadelaharinadelombrizy alavez
estudiar su solubilidad, ya que esta Gltima es una
propiedad funcional importante paralaformulacién de
alimentos. Pararealizar este estudio, las lombrices se
convirtieron previamente en harina. El contenido de
proteinas, grasasy cenizas se determind por el método
delaAOAC, mientrasquefibray humedad sedetermind
por digestion in vitro (&cida-basica) y Karl-Fisher
respectivamente. El indice de solubilidad se ensay6
en un rango de pH de 3,0 hasta 8,0. La composicién
quimicade la harinaliofilizaday secada en estufa en
términos porcentualesfuelo esperado paraunafuente
de nutrientes de origen animal. Los lisados proteicos
de la harina liofilizada (LHL) presentaron un méaximo
en el indice de solubilidad apH 8 mientras que en los
lisados proteicos de laharinasecadaen estufa (L HSE)
semantuvo casi constanteen el rango de pH estudiado.

Estos resultados se compararon con los de la
caseina, la cual presentd un minimo de solubilidad a
pH 4,5. Se pudo demostrar que el comportamiento de
solubilidad de los lisados proteicos de lombriz fue
diferente a obtenido en la caseina, debido a que la
muestra presenta un medio complejo de proteinas,
impidiendo obtener una curva clésica de solubilidad.

PALABRAS CLAVES

Eisenia foetida, lombriz, composicion quimica 'y
solubilidad.

ABSTRACT

Theworm Eiseniafoetida, representsanutritional

alternative for the high content of proteins and fatty
acids. The objective of thiswork wasto determinethe
chemical composition of the worm flour dried off in
stove (HSE) and lyophilized (HL), at the sametimeto
study its solubility, since this, is an important
functional property for the formulation of foods. To
carry out this study, the worms were transformed
previously into flour. The content of proteins, fatsand
ashes were determined by the method of the AOAC,
while fiber and humidity was determined by digestion
in vitro (acid-basic) and Karl-Fisher respectively. The
index of solubility was study within the range of pH
3,0t08,0. Thechemica composition found for theflour
regardlessthe drying procedure wasin agreement with
theexpected for an animal source. Thelysateof protein
of thelyophilized flour showed aminimum of solubility
index at pH 8, while, the solubility of the lysate of
protein of the flour dried off in stove was constant in
all range of pH studied. These results were in
disagreement with those obtained for casein, which
presented a minimum of solubility at pH 4,5. This
should be explain by the fact that the sample contain a
complex medium of proteins, which not permit to obtain
aclassic curve of solubility.

KEY WORDS:

Eisenia foetida, worm, chemical composition and
solubility.

INTRODUCCION

La creciente demanda de alimentos es dificil
satisfacerla empleando sistemas tradicionales. Es por
elloquelaproduccion deaimentosapartir derecursos
no convencionales, que sean ricos en nutrientes
esenciales como es el caso de la harina de lombriz
Eisenia foetida, constituye una actividad
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recomendada en los paises en via desarrollo (Ortega
et a., 1996). Esta, ademés de contener aminoécidos
esenciales(Velasquezeta., 1986a; Viemaet a., 2003a)
y &cidos grasos esenciales (Velasquez et a., 1986b;
Vielma et al., 2003b ) también contiene vitaminas y
mineral esimportantes en lanutricién humana (Salazar
y Rojas, 1992; Vielma et a., 2007). Lo anteriormente
descritoratifica, laimportanciade estudiar estalombriz
criada bajo las condiciones establecidas en este
estudio.

Por otra parte, la solubilidad es una caracteristica
importante para el enriquecimiento de alimentos,
especiamente cuando se pretende aumentar el valor
nutritivo dediferentesformulas(Velasquez et al., 1990).

En tal sentido, el poder suministrar ala industria
alimenticia productos novedosos, como lo serian las
proteinas de esta especie de lombriz, representa un
aspecto tecnofuncional importante.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la
composiciéon quimica, asi como los aspectos
funcionales de la harina de lombriz Eisenia foetida
como alimento no convencional, para su posible
utilizacion en el enriquecimiento de alimentos para
consumo humanoy animal.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Las muestras fueron obtenidas de la lombriz
Eisenia foetida, en estado adulto (3 meses), criadas
en un lombricultivo ubicado en el herbario "Luis Ruiz
Teran" de la Facultad de Farmaciay Bioandisisdela
Universidad de Los Andes. Las lombrices se
alimentaron a base de un compostaje de desechos
orgénicos delapreparacién de alimentos del comedor
universitario de la Universidad de Los Andes. A este
compostaje se le control 6 la temperatura, humedad y
pH, para garantizar el 6ptimo crecimiento de las
lombrices (Sdazar y Rojas, 1992).

Pre-tratamiento delasmuestras

Muestra de harina de lombriz obtenida por
liofilizacion (HL) y secado en estufa (HSE): Se
seleccionaron aleatoriamente 300 lombrices y luego
fueron lavadas con agua corriente, conservadas
durante 24 horas en un recipiente contentivo de agua
einsuflaciondeaire (Veldsquez et a ., 19864). El proceso
deliofilizacion paralaobtencion delaharinaliofolizada
(HL) serediz6 a- 40°C. Paralaobtencién delaharina
secadaen estufa (HSE) sesiguiélamismametodol ogia
descrita para obtener la HL hasta el proceso de
insuflacion de aire. Luego, las lombrices previamente
lavadas se sometieron a un schok osmaético con una
solucién de NaCl al 4% (Velasguez et al., 1986a).
Despuésdel beneficio, selavaron con abundante agua

y se colocaron en una estufaa 60 °C durante 9 horas.
Finalmente, las lombrices secas se molieron hasta el
grado de un producto harinoso homogéneo.

Determinacion dela Composicion Quimica dela
Harina deLombriz Eisenia foetida

La determinacién de proteinas (MicroKjeldahl),
grasa(Soxhlet) y cenizas serealiz6 por el método dela
(AOAC, 1986). Paraladeterminacion defibracrudase
utilizé el método por digestion in vitro (acido-bésico)
(Quintero, 1994). La determinacion de humedad se
realizd por el Método de Karl-Fisher (Farmacopea de
los Estados Unidos de M éxico, 1988) y carbohidratos
solubles se calculé por diferencia (composicién
centesimal)

Determinacion del indice de solubilidad de la
caseina y de los lisados proteicos de la harina
liofilizada (LHL) y secada en estufa (LHSE).

Tratamiento delasmuestras

Preparacion dela caseina (Medina, 1992).

La caseina se obtuvo a partir de 2 litros de leche
cruda. La leche fue descremada por centrifugacion
(25 °C, 4000 rpm x 10 min.). La leche descremada
(500 mL) sediluyé con 200 mL de agua destiladay se
[levé asu punto isoel éctrico (pH 4,6) con unasolucion
de HCI 1N. Después de la decantacion y eliminacion
del sobrenadante, el precipitado se lavé varias veces
con agua destilada y se llevo hasta pH 7 con una
solucion de NaOH 0,1 M. Esta operacion fue realizada
dos veces. Posteriormente, el precipitado se filtré en
un embudo Buchner. El residuo (caseinato de sodio)
secongel6 a-20°Cy seliofilizo.

Preparacion deloslisadosdelaHarinadelL ombriz
Lidfilizada (LHL) y Harina Secada en Estufa (LHSE)
a20mg/mL.

Se pesaron por duplicado 0,85 g de HL y 0,88 g
HSE. Cada una de las muestras se transfirieron a un
vaso de precipitado que contenia 18 mL de agua
destiladay 1 mL de buffer deinhibidores de proteasas
(Leupeptin 10 m_, TLCK 100nM, PMSF 50 nM,EDTA
100 mM, Benzamidina 1 mM, Antipaina 0,2 mM,
Quimostatinal nM, Pestatina 1 nM, Inhibidores de
tripsinade soya 50 ng/mL, EGTA 2mM, E-G4 My
DTT 1mM) (Laboratorio de enzimologia, Facultad de
Ciencias-Universidad de Los Andes).

Las muestras se colocaron en un bafio de hielo
con agitacién constante durante 5 min. y luego se
homogeneizaron. Cadalisado se transfirié a un bal6n
de 25 mL de capacidad y sellevéd avolumen con agua
destilada (solucién madre 20 mg/mL).

Las dos muestras se centrifugaron a 6000 rpm
durante 15 min. a4 °C y el sobrenadante se denominé
lisado de harina liofilizada (LHL) y lisado de harina
secada en estufa (LHSE).

El indicede solubilidad delacaseina, HHL y HHSE,
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fue ensayado en un rango de pH de 3,0 hasta8,0. Esta
metodologia se realizd segin protocolo de Medina
(1992) pero con agunas modificaciones.

Paraello, se midi6é 1,5 mL de la solucién madre de
caseina (20 mg/mL), LHL y LHSE respectivamente y
se transfirié en un vaso de precipitado con agitacion
constante. Parala muestra de caseina el pH se ajusté
con unasolucion deHCI 0,1 N 'y unasolucion de NaOH
0,1 N atemperatura ambiente, desde pH 3,0 hasta 8,0
(con intervalos de 0,5 unidades de pH).

Las muestras del LHL y LHSE se colocaron en un
bafio dehieloy el pH se gjust6 siguiendo lametodol ogia
descritaparala caseina.

Una vez gjustado el pH, todas las soluciones se
transfirieron a un balén de 25 mL de capacidad y se
Ilevaron a volumen con agua destilada, para obtener
unaconcentracion final de 1,2 mg/mL. Seguidamente,
|as muestras se agitaron (agitaci 6n magnética) durante
una hora a temperatura ambiente (caseina) y a 7 °C
aproximadamente (LHL y LHSE). Finalmente, todaslas
muestras se centrifugaron a 4000 rpm durante 30 min.

La concentracion proteica de los sobrenadantes
se determind de acuerdo a la siguiente metodologia
(Schacterjeey Pollack, 1973):

a.- Se prepararon ocho tubos de ensayos con 0;
10; 20; 40; 50; 60; 80 y 100 . de albumina de suero
bovino y se completé a 0,5 mL con solucién 1 % de
dodecil sulfato de sodio (SDS). Seagité en el vortex y
se realizé el mismo procedimiento para todas las
muestras problemas.

b.- A cadatubo seleagregd 0,5 mL del reactivo de
cobrey se agit6 en el vortex.

c.- Cadatubo se dej6 reposar durante 10 min.

d.- Luego se agregd 2 mL de reactivo de Folin a
cadatubo, seagité en el vortex y sellevd abafio Maria
a55°C durante 5 min. Posteriormente, sedejé enfriar a
temperaturaambiente durante 5-7 minutosy seleyéla
densidad 6pticaa 650 nm.

Para la determinacién del indice de solubilidad se
utilizé la siguiente ecuacion:

“antiraT i geabent ol 2eereadane- il o

indee ardishdr < HEAN

Ceeemnbrziedn geabres A0 oa nesrs et

Analisis electroforético con geles de
poliacrilamida(SDS-PAGE) delacaseinay delosLHL
y LHSE utilizadas paralas pruebas de solubilidad

Para el andlisis electroforético se utilizaron
soluciones de caseina, LHL y LHSE con un rango de
pH de 3,0 hasta 8,0 (cadainterval o de 0,5 unidades de
pH). Para la preparacion de los geles se siguio la
metodologia de Lammeli (1970).

La migracién se realiz6 en un equipo de
electroforesis vertical Bio-Rad, modelo N°. Mini-

PROTEAN Il Cell,a20mA durante 1 horaen un buffer
Tris-glicina-SDS a pH 8,3 y se utiliz6 un patrén de
peso molecular de 14400-94000 daltons (Pharmacia
Biotech-11-B-036-17). Para la coloracion de los
electroforogramas, se usd unasolucion de azul brillante
Coomassie R-2504l 0,1 % (p/v) conécidotricloroacético
(TCA) y paraladecoloracion sesigui6 lametodol ogia
de Girardet (1991).

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion QuimicadelaHL Y HSE

L os resultados obtenidos en el andlisis proximal
de laHL y HSE (Tabla 1) indican que este tipo de
alimento no convencional contiene los nutrientes
esencial esen niveles satisfactoriosparalaalimentacion
tanto animal como humana, yaque fueron comparados
con algunos alimentos tradicionales (Tabla 2)
reportados en la Tabla de Composicién de Alimentos
del Instituto Nacional de Nutricion (2001).

TABLA 1
Composicién quimica de la HL y HSE

Componente (%) HL HSE*
Humedad 11,6+0,1 13,5+0,1
Protei na bruta 62,3+ 0,1 61,8+ 0,2
Lipidos 7907 11,1+ 0,2
Cenizas 79101 6,0+ 0,8
Carbohidratos totales

Fibra cruda 20+£0,3 3704
Carbohidratos solubles 8,3+ 1,1 39+03

*datos ya publicados por el mismo autor

TABLA 2
Composicion quimica de diferentes alimentos
tradicionales segun el Instituto Nacional de Nutricién de
Venezuela (INN) (2001)

Componente  Harinaintegral Harinade Afrecho Arepa

) precocida maiz tostado ~ de(DNS)*  andina
Proteina 71 99 16,3 109
Grasa 38 46 45 26
Fibra 55 - 438 -
Cenizas 0,9 14 6,1 18
Humedad 98 108 132 25,0

*DarkNorthSpring

Por otro lado, la composicion quimicade HL y
HSE resulto ser semejante cuando se compard con la
de otros investigadores como Tacon (1983),
Velasquez, et a. (1986a) y Medina (1999), quienes
trabajaron con estalombriz.
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Andlisisde solubilidad en la caseina, lisado dela
harina de lombriz liofilizada (LHL) y lisado de la
harina secada en estufa (LHSE)

indice de solubilidad dela caseina.

Lacaseinapresentd un minimo de solubilidad apH
isoeléctrico (pH 4,5) (Fig. 1). Como se sabe en este pH
la carga neta de las proteinas es nula, lo que origind
pérdidatotal desusolubilidad (Miller, 2001). El maximo
de solubilidad fue en laregion de pH 3y 6-8. Estos
resultados se corroboraron con los estudios
electroforéticos (SDS-PAGE) (Fig. 2A 'y 2B), yaquela
intensidad delasbandas proteicasa,b y k delacaseina
fueminimaapH 4,5y luego seincrementaron amedida
gue aumento el pH.
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Fig. 1. Influencia del pH enla solubilidad de la caseina
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Fig. 2A. Efecto del pH sobre la caseina, en electroforesis SDS-PAGE. 2 (solucién madre: 20
mg/mL); 3 (pH 3); 4 (pH 3,5); 5 (Patrén de peso molecular); 6 (pH4); 7 (pH4,5); 8 (pH 5); 9
(pH5,5).
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Fig. 2B. Efecto del pH sobre lacaseina en electroforesis SDS-PAGE (continuacion). 2 (pH 6);
3(Patrén de peso molecular); 4 (pH 6,5); 5 (pH 7); 6 (pH 7,5) 7 (pH 8).

indice de solubilidad del LHL

L osminimos de solubilidad se obtuvieron apH 3,5
y 4. Sin embargo, se observé mejor solubilidad en la
region depH 3, luego se obtuvo unincremento apartir
depH 4,5 hastallegar aun méximo de solubilidad enla
zonadepH 8 (Fig. 3). Ladiferenciaen estosresultados,
comparados con |os de la caseina, se debe a que la
harina de lombriz tiene un medio complejo con
diferentes proteinas (Fig. 4A), por lo que no se pudo
obtener una curva clasica de solubilidad. Ademés en
losestudios el ectrof oréticos, algunasbandas proteicas
(Fig. 4A) desaparecieron por €l efecto del pH (Fig. 4B
y 4C), y se observé que la solubilidad fue mas baja a
partir de la regién de pH 3,5. Esto indico que las
diferentes proteinas presentaron solubilidades
caracteristicas de cada fraccion. Comportamientos
similares se han reportado en trabajos|levados acabo
por investigadores con muestras de concentrados
proteicos de pescado (Warrier y Ninjoor, 1981).
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Fig. 3. Influencia del pH en lasolubilidad de las proteinas del LHL
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Fig. 4A. Electroforesis SDS-PAGE de la solucién madre del LHL (20 mg/mL).
1 (patrén de peso molecular); 2 (solucién madre del LHL).
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Fig. 4B. Efecto del pH en el lisado proteico, LHL por electroforesis SDS-PAGE.
2 (Patrén de peso molecular); 3 (pH 3); 4 (pH 3,5); 5(pH 4); 6 (pH4,5); 7 (pH5).
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Fig. 4C: Efecto del pH en el lisado proteico, LHL por electroforesis SDS-PAGE (continuacion).
2 (Patrénde pesomolecular); 3(pH5,5); 4 (pH6); 5(pH6,5); 6 (PH 7); 7 (pH 7,5) 8 (pH 8).

indice de solubilidad del LHSE

Como puede observarse en la Fig. 5, el indice de
solubilidad se mantuvo casi constante entre un pH de
3y 8, sin embargo se pudo observar los maximosen el
pH5; 6,5y 7,5y losminimosfueron entre 4,5y 7,0. Al
comparar las curvas de solubilidad, tanto de las
proteinasdel LHL (Fig. 4) comodel LHSE (Fig. 5), pudo
observarse un comportamiento de solubilidad muy
diferente. Esto podriaatribuirsea shock osmético que
se aplicd al LHSE, provocando de alguna manera
desnaturalizacién de las proteinas.

En el andlisis electroforético también se observo
gue algunas bandas proteicas de la solucion madre
del LHSE (Fig. 6A) desaparecieron adiferentesrangos
de pH, (Fig. 6B y 6C). Estos resultados demostraron
que su solubilidad es muy similar en el rango de pH
estudiado (pH 3-8) (Fig. 5).

1004

SN

indice de solubilidad (%)

0 . T . T — T — Y
4 5 6 7 8

pH
Fig. 5. Influenciadel pH en lasolubilidad de las proteinas del LHSE
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Fig. 6A. Electroforesis SDS-PAGE de la solucién madre del LHSE: 20 mg/mL.
1 (patrén de peso molecular); 2 (solucién madre del LHSE).
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Fig. 6B. Efectodel pHen las proteinas del LHSE con electroforesis SDS-PAGE. 2 (Patronde
peso molecular); 3 (pH 3); 4 (pH 3,5); 5 (pH 4); 6 (pH 4,5); 7 (PH 5); 8 (pH 5,5); 9 (PH 6).
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Fig. 6C. Efectodel pH enel lisado proteico LHSE con electroforesis SDS-PAGE (continuacion).
2(pH6,5); 3(pH 7); 4 (pH 7,5); 5 (pH 8); 6 (Patron de peso molecular).

Laimportancia que se le ha dado alos estudios de
solubilidad de las proteinas, es que depende de esta
propiedad |aaplicabilidad como agente enriquecedor de
lasférmulasdimenticias. Lasolubilidad puedeser dterada
por tratamientos &cidos o bésicos del entorno donde se
encuentran las proteinas (Abtahi y Aminlari, 1997).

Anteriormente se ha discutido que las proteinas
alcanzan su puntoisoel éctrico cuando estas seasocian
y forman geles o precipitados. Sin embargo, en el
andlisis de solubilidad de las proteinas delaharinade
lalombriz Eisenia foetida no se observé formacion de
precipitados como |os observados con las prueba de
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solubilidad de lacaseina. Esto permitid inferir que, en
esta harina existen varias proteinas con
comportamientos diferentes en |los rangos de pH
estudiados, los cuales fueron demostrados en los
ensayos electroforéticos. Espor ello, que en algunos
de estos rangos de pH se observé mejor solubilidad
gueen otros, lo que produjo variaciones caracteristicas
en lasolubilidad de este tipo de proteinas.

Por otro lado, se observé que lasolubilidad delas
proteinas pudo ser af ectada por €l uso detratamientos
térmicos durante el secado, provocando disminucion
de esta propiedad (Linden y Lorient, 1994) por
desnaturalizacién delasproteinas(Lawhon et al.,1972;
Ahenkora et al., 1999) y Wang y Johnson 2001). Tal
fue el caso delasolubilidad del LHSE, lacual fue més
bajaquelade LHL.

Es importante destacar, que los estudios de
solubilidad de las proteinas en la harina de lombriz
Eisenia foetida fueron también estudiados por
(Veldsquez et a., 1990) y (Medinay Araque, 1999),
quienes obtuvieron buena solubilidad en estas
proteinas.

CONCLUSIONES

Lacomposicién quimicadelaharinade lombriz en
términos porcentual esfue satisfactoria, yaquealgunos
deestosval oresfueron superioresalosreportadosen
la Tabla de Composicion del INN para algunos
alimentos tradicionales y a los reportados por
investigadores que han trabajado con este tipo de
lombriz. Por lo tanto se puede decir, que este recurso
no convencional provee una excelente fuente de
nutrientes en laalimentacion humanay animal.

No se obtuvo unacurvaclasicade solubilidad, sin
embargo en todo el rango de pH estudiado se
obtuvieron fracciones que fueron mas solubles que
otras, lo que permiteinferir que paralaformulacion de
alimentos concentrados paraanimales donde el manejo
del pH de la férmula sera en un rango no &cido, se
puede tener parte de las fracciones de la harina de
lombriz disponible.

L osresultados obtenidos en este trabajo aunados
alos reportados por otros autores que han trabajado
conlalombriz Eiseniafoetida, constituyen un aspecto
importante a considerar, reconociendo que muchas
propiedades tecnofuncionales de las proteinas
dependen de su solubilidad, ésta determina el campo
de aplicacién que las proteinas puedan tener en el
mercado alimenticio asi como también si uningrediente
proteinico nuevo sera competitivo en el mismo.
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