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RESUMEN

Las fuentes de proteina son la limitante principal de los sistemas de produccion de
rumiantes, sobre todo en medianos y pequefios productores que utilizan forraje como su
principal insumo alimenticio. Se estima que existen aproximadamente 1,500 especies de
leguminosas y dentro de éstas se encuentran las del género Lupinus, ya que sus
caracteristicas de crecimiento, disponibilidad, y propiedades quimico nutricionales
representan una oportunidad forrajera, que le permiten ser susceptible para utilizarse
como ingrediente en la alimentacion animal. Sin embargo, poseen factores antinutritivos
(alcaloides quinozilidinicos) que pueden afectar la salud del animal. Por lo que es
importante conocer la capacidad del ensilaje para disminuir los niveles de alcaloides y
permitir la conservacion de sus componentes nutritivos para utilizarlos de manera segura
en raciones para la alimentacion animal. Se utilizaron dos especies; L. rotundiflorus y L.
exaltatus. El primer corte realizado a los 90 y el segundo a los 180 dias. Se picoé la planta
completa y se deposité 1 kg en bolsas de plastico selladas herméticamente para favorecer
la fermentacion anaerdbica. Se abrieron 3 bolsas de cada especie y de cada corte en 5
tiempos (0, 10, 20, 30 y 40 dias) de conservacién. Al material ensilado se le determing,
humedad, nitrégeno amoniacal y total, pH, FDN, FDA, Proteina Cruda y contenido de
alcaloides; la edad de corte manifesto ser diferente en cada una de las variables evaluadas
en donde la humedad, N-NHj, PC, pH y alcaloides fueron las que disminuyeron; no asi

las FDN y FDA. El ensilado de Lupinus en las especies estudiadas mejoré al ser ensilado
a los 180 dias de edad.




1. INTRODUCCION.

Los productores de carne para consumo humano deben ser competitivos para mantenerse
en ¢l mercado, reduciendo costos de produccion al tratar de maximizar la utilizacion de

los forrajes que ofrecen a sus animales, principalmente a los estabulados.

Los sistemas productivos se encaminan principalmente a satisfacer sus demandas de
calidad, donde se proyecta a una produccién animal sustentable o natural sin menoscabo
de los ecosistemas. En estos sistemas, los animales reciben parte de la energia en forma
de concentrado, pero ademas necesitan mantener la integridad y motilidad ruminal por lo
que se les otorga forraje, para solo adecuar la cantidad de concentrado y cubrir los

requerimientos del animal (Haq, 1993).

Generalmente los rumiantes reciben ademas de hidratos de carbono como principal
fuente de energia, proteina que puede estar constituida de aminoacidos o simplemente de
compuestos nitrogenados. Dentro de estos dltimos se encuentran las pastas residuales de
la extraccion de aceite, pero la produccion nacional no es la suficiente para satisfacer las
necesidades de los sistemas de explotacion de monogéstricos, y mengua la destinada para
los rumiantes, los cuales son capaces de utilizar mediante la microbiota ruminal

compuestos nitrogenados presentes en el alimento que recibe y transformarlos en proteina

microbiana (L6pez -Bellido. y Fuentes, 1986).

Entre las diferentes alternativas disponibles utilizadas actualmente en la ganaderia
tradicional extensiva en el trépico mexicano, se tiene la implementacion de pricticas de
tipo agroforestal , que impulsan la integracion de arboles y arbustos con la produccién
animal y que podrian dar la pauta para el desarrollo de sistemas de produccion
sustentables que no atenten contra el fragil equilibrio ecologico, y que inclusive pudieran
mejorar ¢l comportamiento animal (ganancia de peso, produccion de leche) sin tener que
depender de insumos externos. (Ku Vera y col. 2005 ) sobre todo para ser empleados por
¢l pequefio y mediano productor que no tiene acceso todo el afio a esquilmos agricolas.

Pero debido a la estacionalidad en la abundancia de estos recursos limita su uso, sobre




todo por la periodicidad en su disponibilidad, lo que requiere que se conserven para su

posterior utilizacion en la alimentacién animal.

Uno de los métodos de conservacion en verde que mantiene los nutrimentos del
forraje o hierba hiimeda y reduce las pérdidas en su valor nutritivoe es el ensilaje. Sin
embargo, es necesario evaluar el efecto del proceso de conservacion sobre los recursos
vegetales alternativos como el forraje de lupino, para asi poder proponer a los productores

sobre su implementacion dentro de sus sistemas de alimentacion.




2. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Leguminosas en México

México posee una gran variedad de especies vegetales factibles de estudio con fines
alimentarios e industriales. Se estima que dicha flora estad compuesta por mas de 25,000
especies. Aproximadamente 1,500 de éstas son leguminosas, distribuidas ampliamente en
todo el territorio Nacional. Las leguminosas son un grupo de plantas que en su forraje y
semilla contienen elevados niveles de proteina cruda, y elementos energéticos, ademas de
poseer la capacidad de fijacion del nitrogeno atmosférico en suelos. Algunas especies del
género Lupinus (lupino), proveen de una oportunidad para producir forraje de calidad

nutricional en estiaje para la alimentacion del rumiante (Sotelo, 1983; Bramm,. 2005).

2.2. Caracteristicas morfologicas del género Lupinus

Las especies del género Lupinus presentan la caracteristica de ser de crecimiento
anual o perenne y se encuentran de manera silvestre o cultivada. Las especies silvestres
pueden tener una altura variable, sus hojas son simples o compuestas de 7 a 11 foliolos, y
son alternadas, segmentadas y con cierta vellosidad. Producen un vastago donde se
presentan las flores de diferente color, pueden ser blanca, azul, pirpura, bicolor, magenta,

etc. posterior a la floracion quedan las vainas conteniendo la semilla que la diferencia
(Mc Vaugh, 1987).




2.3 Distribucion geografica

La mayoria de las especies de Lupinus crecen en América y s6lo 12 de éstas crecen
en Africa y la region del Mediterraneo. No se conocen especies nativas en Asia y
Australia. Estas especies se adaptan a diferentes ambientes, ocupa hébitats desde el nivel

del mar, a la tundra alpina , arriba de los 4000 m de elevacion (Planchuelo, 1996).

2.4 Distribucion en México

En México, se conocen alrededor de 100 especies del género Lupinus silvestres; se
distribuyen desde Baja California a Chiapas a lo largo de las cadenas montafiosas,
principalmente en bosques de pino y pino-encino (Bermidez y col. 2000) 15 de estas
especies se localizan en el Estado de Jalisco, de las cuales a siete de estas especies de
Lupinus silvestres de origen Mexicano se han evaluado sus semillas para determinar
composicion quimica, valor nutritivo y toxicolégico, determinando que son una valiosa
fuente de proteina (Cuadro 1). Tal vez si se adiciona metionina, o cereal podria ser

utilizada como alimento para animales (Helgadottir, 2002; Jannash y Martin, 1999).

2.5 Utilizacion de la semilla de Lupinus

Las especies del género Lupinus intervienen de diversas formas en los sistemas de
produccion agricola de diferentes partes del mundo y son utilizados bajo
aprovechamientos muy diferentes, principalmente la produccion de grano utilizado en la
alimentacion humana y sobre todo animal, dada la destacable composicion del grano tanto

en especies cultivadas como en silvestres ( Ruiz y Sotelo, 2001)




Cuadro 1. Composicion quimico-proximal de siete especies de Lupinus silvestres

Mexicanos (g /100 g MS) de semilla.

1 2 3 4 5 6 7*
Cenizas 4.20 3.59 3.61 4.01 3.59 3.30 3.51
Lipidos totales 5.79 8.50 7.90 5.50 6.29 8.89 6.80
Fibra cruda 1291 14.61 16.58 15.11 14.42 12.70 15.4

Proteina cruda 4541 40.50 37.31 42.82 40.70 37.20 41.50
(N x 6.25)
CHOs 31.69 32.80 34.60 32.56 35.00 38.10 32.80

*[.- L. elegans, 2.- L. exaltatus, 3.- L. reflexus, 4 .- L. rotundiflorus, 5 .- L. simulans, 6 L.
splendens, 7.- L. madrensis.

Fuente (Ruiz y sotelo, 2001).




2.6 Factores antinutricionales.

Como en todas las leguminosas también en el grano de lupino se encuentran algunas
sustancias que limitan el uso directo de la semilla cruda en la alimentacién humana y
animal (Gross y Von Baer, 1977). Algunos factores antinutritivos que se han encontrado
en la semilla de lupinos en cantidades minimas son inhibidores de la tripsina y saponinas,

(Cheeke y Shull, 1995; Trugo y Von Baer 1998; Tremblay , 1997).

En cantidades més importantes estan los alcaloides, compuestos nitrogenados no
proteicos, la mayoria de ellos derivados quinolizidinicos de variada complejidad, que le
confieren el sabor amargo a la semilla, seglin su concentracion (Wink, 1993). En cuanto
al papel que cumplen los alcaloides en la planta hay antecedentes que indican que pueden
ser importantes para el metabolismo primario o el desarrollo de la planta como regulador
u hormona de crecimiento, transportadores de nitrégeno o reserva de nitrégeno ya que se

pueden transformar en aminoécidos (Lopez y Fuentes., 1986; von Baer y col., 1997).

2.7 Intoxicacion por alcaloides.

Se sabe que los efectos toxicos estan relacionados con ima dosis alta de alcaloides
ingerida en un periodo corto, por accion directa de ellos sobre el sistema nervioso central.
El cuadro clinico se caracteriza por depresion respiratoria, accion hipotensora, inhibicion
de la transmision neuromuscular y fibrilacion cardiaca ( Merck., 1993). En cuadros
agudos se ha observado que disminuye dréSticamente el consumo de alimento.

Especialmente en animales jovenes hay una alteracion metabolica, que reduce la

eficiencia alimenticia (Merck, 1993).




2.8 Métodos para la reduccion de alcaloides en las semillas de lupino
2.8.1 Destoxificacion de la semilla

Para el aprovechamiento del lupino en el consumo humano, es necesario reducir el
contenido de alcaloides hasta niveles inocuos, menores de 0.02% e imperceptibles
sensorialmente dado su sabor amargo (Gross, 1982). La reduccion de estos toxicos puede
lograrse por dos formas principales: Por seleccion genética y por procesamiento

tecnologico apropiado (Gross , 1982; Gross y von Baer, 1977).

2.8.2 Métodos tecnologicos.

Los alcaloides de las semillas de Lupinus amargos, ademas de reducirse durante el
-‘ éfecimiento de la planta por seleccidn genética, pueden disminuirse por la aplicacién de
métodos fisicoquimicos, lograndose obtener niveles no toxicos sobre todo empleando
solventes organicos e inorganicos ya que en estos vegetales los alcaloides se presentan
principalmente como sales y el resto como bases libres; en esta ultima forma son solubles
en sustancias organicas y como sales en solventes de mayor polaridad como el agua.

Karara , (1987) desarrollé un procedimiento de desamargado que incluye remojo en icido

acético 0.1N por 2 horas.

La inconveniencia principal de estos métodos a base de solvente es la
inespecificidad de los productos quimicos empleados, ya que los alcaloides, carbohidratos
y aminodcidos, son total o parcialmente solubles en agua, etanol, hexano, éter etilico, éter

de petrdleo, etc. (De la Cruz, 1980; Gross., 1982).




2.8.3 Extraccion con agua

Los métodos de destoxificacién de las semillas de lupino que se basan en la
solubilidad de los alcaloides en agua presentan variantes particulares, pero debido a la
menor polaridad de otros solventes en comparacion con el agua, por lo general, las
disminucion de alcaloides es menor, por lo que se utilizan en combinacion con agua para

aumentar la efectividad del proceso de extraccion.

2.9 Alcaloides

El obstaculo que impide la utilizacién de los Litpinus, amargos es su alto contenido
de alcaloides téxicos, de menor importancia en las especies dulces, pero algunos como el
L. mutabilis presenta altos porcentajes (2.6 — 4.2%) de estas sustancias (von Baer y col.
1997). Las investigaciones sobre toxicidad de los alcaloides del L. mutabilis en diferentes
especies animales muestran que los alcaloides arométicos son los mas toxicos y tienen un

efecto teratogénico. (Gross, 1982)

En la semilla amarga del L. mutabilis se hallaron solamente 0.03% del alcaloide
aromatico anagirina, lo que no representa peligro alguno desde el punto de vista
toxicologico, considerando que en el proceso de desamargado se elimina un 99% de los
alcaloides. Ademas, a medida que aumenta el grado de oxidacién , disminuye la

toxicidad del alcaloide.

El efecto toxico de los alcaloides es considerablemente inferior si se ingieren
oralmente que si se aplican por via infravenosa. Esto debido a la baja absorcién de los
alcaloides que son eliminados en un 95% con los excrementos. Los alcaloides que entran

en ¢l flujo sanguineo son descompuestos y destoxificados por el higado, sin ser

acumulativo (Gross, 1982).




2.10 Utilizacion del forraje de Lupinus.

Aunque las especies de Lupinus son buena fuente de proteina, la relacion
nitrégeno:azufre (N:S) puede ser amplia y causar deficiencias en aminoéacidos. Por tanto
la produccion de proteina microbiana puede verse reducida y asi la proteina que ¢l animal
recibira a nivel intestinal carecera de aquellos aminoécidos azufrados esenciales como
metionina y cistina necesarios para desarrollo muscular. En este sentido, se recomienda
la utilizacion de hasta 200 gramos de semilla de L. albus en la alimentacion diaria de
borregos explotados en forma extensiva, e incrementar la cantidad de grano al disminuir
la calidad del forraje que consumen (Anénimo, 2003; Fychan, 2000; Fychan, 2002). Por
otro lado la parte vegetativa restante tiene caracteristicas nutricionales que potencialmente
pueden servir de nutrimentos (Cuadro 2) a los animales que posean la capacidad de

utilizacién de componentes estructurales como son los rumiantes (Milton y Paterson,
2002).

Los datos sugicren que el forraje de Lupinus no aportaria un beneficio nitrogenado
neto si se le retira la semilla, pero necesitaria menos fertilizacion nitrogenada que los
cultivos tradicionales d los cuales se les aplica 120 libras de N por acre (Anénimo 2003;
Cassman, 1990), sin embargo, puede haber un beneficio econdmico implicito al cultivo de
forraje de Lupinus que puede representar una alternativa de insumo alimenticio cuando es

conservado como ensilado para €poca de estiaje.




Cuadro 2. Caracteristicas de algunos residuos de cosecha empleados en la alimentacion

de rumiantes.

Forraje MS (%) EM (Mj/kgMS) PC (%) - ADF (%)
Avena 89 6.0-7.7 7 4.0-6.5 38-45
Cebada &9 6.0-7.5 4.0-6.5 38-47
Trigo 91 5.8-7.0 2.5-6.5 43-52
Triticale 89 5.5-7.0 2.5-6.0 44-52
Lupino 92 5.5-9.5 6.0-10.0 36-44
Chicharo 90 6.5-7.8 6.0-8.5 38-44
Canola 92 5.5-7.5 4.0-7.5 42-50
Sorgo 88 5.5-7.0 3.5-6.0 45-54

MS = materia seca, EM = energia metabolizable, PC = proteina cruda (N x 6.25), ADF =
fibra detergente 4cido. Fuente: Milton y Paterson (2002).

1Cal= 4,186 j
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2.11 Produccion forrajera de especies silvestres Mexicanas

En estudios realizados con follaje de Lupinus de las especies silvestres de origen
mexicano L. rotundiflorus y L. exaltatus, indican que el forraje a los 90 dias posee
contenido de 17% de proteina cruda en base materia seca. Ademds ambas especies de
Lupinus pueden llegar a producir en promedio 15 toneladas dé forraje seco/ha, 1o cual
hace de la planta un recurso interesante como cuitivo alternativo sobre todo para la

alimentacion de rumiantes (Galindo y col., 2003).

Por tanto su posible utilizacién como forraje alternativo pudiera conservarse para su
posterior empleo mediante procesos que permitan conservar las caracteristicas
" nutricionales que se le han reconocido en varios estudios, como el henificado o ensilaje.
Sobre todo para aprovechar los recursos nativos con que cuentan los ecosistemas donde se

desarrolla el proceso productivo.

2.12 Ensilaje de Lupinus

El proceso de ensilaje consiste en la conservacién de forrajes u otros recurso
forrajero que posea elevado contenido en humedad, colocandolo en reservorios especiales
denominados silos, al abrigo del aire, la luz y la humedad exterior (Cafieque, 1998). Se
recomienda llenar y cerrar rapidamente el silo para reducir la respiracion celular de la
planta, ocasionando que el aire aprisionado en el interior del silo sea desprovisto de su
oxigeno en menos de 12 horas, lo que permitird una fermentacion adecuada que favorezca
el mantenimiento de las caracteristicas nutricionales de la planta (Galindo y col., 2003).
Martins y col. (2005b), encontraron en ensilado de Lupinus albus tratado con indculo y

condensado de taninos, valores de proteina cruda de 19.6%, M.S del8.9%, FDN de
49 4%, y FDA de 38 %.
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Se han realizado estudios conducentes a evaluar la capacidad del forraje de L. albus
(Lupinus dulce) para ser ensilado y compararlo con el tradicional forraje de maiz. Los
autores (Kochapakdee y col., 1997; Prithiviraj y col. 2000) encontraron que puede
potencialmente ¢l ensilado de L. albus sustituir al de maiz cuando es empleado en
produccion de vacas lecheras (Cuadro 3) sin afectar los pardmetros productivos,

sanguineos o la calidad de la leche producida.

Martins (20052a) en otro estudio tendiente a evaluar la posibilidad de conservacién
del forraje de L. albus como ensilado comparativamente con el henificado, reporté valores
de proteina que variaban de 16-20% de base seca (Cuadro 4). Lo anterior muestra la
posibilidad de conservacion que tienen los compuestos proteicos del forraje de lupino
mediante el proceso de ensilaje como alternativa para su posterior empleo en la

alimentacién animal, sobre todo en los rumiantes.

Estas caracteristicas quimico nufricionales dan una clara idea del potencial de
utilizacion de este forraje en forma de ensilado pard su posterior utilizacién como fuente
proteica en época de estiaje. Sin embargo, es necesario que se determine en forma directa
como reaccionaria el forraje alternativo, sobre todo en aquellos de produccion nativa (o
amargas), cuando son conservados en himedo para su posterior utilizacién en animales y

asi ser considerado como recurso forrajero alternativo.

Algunas especies de lupino nativas (0 amargas) por st contenido de nufrimentos,
representan atractivas oportunidades para su conservacion en forma de insumo hamedo.
Sobre todo, por que durante el proceso de ensilaje existe un lixiviado de compuestos lo

que posiblemente reduzca la carga de factores antinutricionales que pudiera contener el

forraje.
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Cuadro 3. Efecto de la fuente de ensilado en produccion de ganado lechero.

Ensilado Consumo Leche  Grasa Proteina BUN
*Lb MS/dia  Lb/dia (%) (%) mg/dL -
Maiz
templado 49.9a 67.8a 3.5a 29ab 19.7ab
tropical 43.6b 59.0b 3.8b 3.0b 18.6a
Millet 37.8b 57.9b 3.7ab 2.8a 21.1b
Lupinus albus 43.1b 62.7ab 3.6ab 29ab 184a

BUN = nitrégeno ureico sanguineo. Promedio con diferente literal son diferentes
estadisticamente (P < 0.05). Fuente: Kochapakdee y col. (1997).
*Lb a Kg. = No. 1.b/2,2046 o multiplicar por 0.4536.
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Cuadro 4. Caracteristicas nutricionales de Lupino conservado en seco y himedo.

Andlisis Variedad Seco (%) Ensilado (%)
FDN L. Albus 47.80 43.90
FDA L. Albus -5.78 5.10
PC L. Albus 19.90 16.70

Fuente: Martins (2005a).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En el territorio de Jalisco existen diversas leguminosas nativas cuyo forraje presenta un
potencial para ser empleadas en la alimentacién de pequefios rumiantes. Sin embargo,
una de ellas el Lupinus, posee alcaloides que pudicran afectar la salud del animal que la
consuma. El proceso de ensilaje tiene como fin preservar diversos tipos de materia
organica mediante la fermentacion anaerobia. Por lo tanto, someter a ensilaje el forraje
de lupino reducird los factores anti-nutricionales que €ste contenga, conservando su valor

nutritivo para ser empleado cuando sea necesario en la alimentacion de pequefios

rumiantes.
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4. JUSTIFICACION,

El dafio ecologico que representa la deforestacion, obliga a conocer, conservar, promover
y utilizar especies vegetales nativas que permitan su explotacion sustentable. Las
leguminosas del género Lupinus pueden ser una fuente de nutrimentos, en especial de
compuestos nitrogenados como son las proteinas. Los Lupinus por sus caracteristicas de
crecimiento, disponibilidad y abundancia, asi como sus propiedades quimico nutricionales
le permiten ser susceptible para utilizarse como ingrediente en la alimentaciéon animal.
Sin embargo, poseen factores anti-nutricionales como los alcaloides que pueden afectar la
salud del animal. FEl presente trabajo tiene como objetivo determinar si mediante el
ensilaje, es posible conservar sus caracteristicas autricionales, ademas de observar el
comportamiento de los alcaloides de dos especies de Lupinus antes y después de

someterlo a este proceso de fermentacion.
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5. HIPOTESIS

La reduccion de factores antinutricionales mediante hidrélisis mejora el consumo de
nutrimentos del ingrediente como la semilla de lupino, ademas durante el ensilaje de
algunos forrajes se genera un lixiviado lo que pudiera reducir el contenido de los
alcaloides ademas de conservar los nutrimentos presentes en la planta, lo que permitird

sea un ingrediente alternativo en la alimentacion de pequefios rumiantes.
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6. OBJETIVOS

GENERAL

Conocer la calidad nutricional y nivel de alcaloides de Lupinus rotundiflorus y Lupinus

exaltatus en dos tiempos de corte (90 y 180 dias) sometido al proceso de ensilaje.

PARTICULARES

1. Determinar la calidad quimico-nutricional del ensilado de Lupinus exaltatus y

Lupinus rotundiflorus a los 90 y alos 180 dias de tiempo al corte.

2. Evaluar el contenido de alcaloides del forraje de Lupinus con la conservacion

como ensilado.
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7. MATERIAL Y METODOS.

Se procedié a la siembra de semillas de dos especies de lupino; L. rotundiflorus y
L. exaltatus, la cual se realiz6 en la localidad de Nextipac, municipio de Zapopan, Jalisco,
México, en las coordenadas extremas de 20°25°30°" a 20°57°00°” de latitud norte y
103°19°30°* a 103°39°20"° de longitud oeste, a una aitura de 1,548 metros sobre ¢l nivel

del mar.

El clima del municipio es templado, semiseco con invierno y primavera secos, y
semi-calidos con invierno benigno. Al Norte y Sur, es semi-seco con invierno y primavera
secos, y semi-calido. Tiene una temperatura media anual de 23.5°C, y una precipitacion
media anval de 906.1 milimetros de [luvia en los meses de junio a octubre. Los vientos
dominantes son con direccidn este, el promedio de dias con heladas al afio es de 5.12.

Los suelos dominantes pertenccen al tipo regosol-ettrico y feozem- haplico y, como suelo

asociado, el luvisol- cromico.

Se utilizaron dos especies silvestres de Lupinus, obtenidas de la sierra de Tapalpa,
Jalisco (rotundiflorus) y en las faldas del volcan de Colima, (exaltatus). Las semillas se
escarificaron por escaldamiento con agua caliente a una temperatura de 70° C por 5
minutos antes de ser sembradas en una extension de terreno de 12 x 30 m, el cual se
dividi6é en dos parcelas de 15 x 12 m. Una para recoleccion de material en verde y
semilla, y la otra para hacer bloques al azar de Lupinus exaltatus y Lupinus rotundiflorus
con la finalidad de conocer las caracteristicas agronomicas del vegetal. Se realizo un riego

rodado, cada tercer dia.

~ Se obtuvo material vegetativo mediante corte manual a los 90 y 180 dias de edad.
La planta en verde se procesé en una picadora estacionaria de cuchillas marca Azteca

aplicando una velocidad de 2,800 rpm para lograr reducir el tamafio nominal de la

particula a 25 mm.
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El forraje resultante del proceso anterior se deposité (1000 g} en sesenta bolsas de
polietileno negro (6 mm de espesor), a las cuales se les aplico presion con la finalidad de
extraer el exceso de aire presente entre las particulas del vegetal. Posteriormente cuarenta
y seis de las bolsas se cerraron herméticamente para favorecer la fermentacion anaerdbica
(microsilo) y 12 se utilizaron como testigo (tiempo 0) que consistieron en 3 bolsas de
cada especie de ambos cortes (3 x 2 x 2). No se empled aditivo (como la adicion de

azicares o coadyuvante alguno).

A los 10, 20, 30 y 40 dias de haber sido colocados en la bolsa para su conservacion
(ensilaje) se procedio a abrir 3 bolsas al azar para aquellas que contenian L. .rotundi orus
y 3 bolsas con L. exaltatus, correspondiente a cada edad de corte (3 x 2 x 4 x 2). Al
momento de la apertura del microsilo, al material ensilado se le determiné el peso total y

pH, tomando ademas muestras para su posterior analisis laboratorial.

A muestras representativas del materiél fresco y del ensilado se les realizé la
determinacion, por triplicado, de: materia seca (MS) en estufa a 70°C por 72 h, humedad,
nitrogeno soluble y amoniacal (N-NHj), proteina cruda [PC, método de Kjeldhal; N x
6.25 (AOAC 1990; Tejada 1985)], fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido
[FDA (Van Soest, 1967)]. Dichos andlisis se efectuaron en el Laboratorio de Nutricién
Animal de! Departamento de Produccion Animal.

Extraccion y analisis de alcaloides

La extraccién de alcaloides a partir de muestras de forraje sin ensilar y ensilado de
Lupinus se realizé mediante el método de Harris y Wilson (1988) y Przybylak (2005),

con la siguiente rutina:
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Se utilizaron 0.5 g de muestra, la cual se colocd en un tubo de ensayo,
posteriormente se le agregd 5 mL de acido tricloroacético al 5% (TCA) y después se
coloco dentro de un sonicador (Snorex Super AK 103H) durante 15 minutos. En seguida
de la sonicacion, el tubo y su contenido se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos, ¢l
sobrenadante s¢ decanté en un matraz de separacion de 125 ml., donde se les agregé 1
mL. de NaOH 10 M.

A la anterior mezcla se le adicioné 15 ml de diclorometano (DCM) y se agitd
durante 5 minutos permitiendo escapar los vapores dentro de una campana de extraccion.
Posteriormente el precipitado se recuperé y se colocé en un matraz redondo de 120 mL.
Con excepcion de la adicion del NaOH, todos los pasos anteriores se repitieron tres veces,
recuperando los precipitados en cada ocasion. Cuando se obtuvieron los tres precipitados

¢éstos se colocaron en un rotovaporizador hasta recuperar todo el DCM.

Al extracto se le agregé 2 ml. de metanol y luego se recolecté 1 ml. en un tubo de

ensayo, el cual se colocd en un termoblock donde se vaporizé con nitrégeno, al residuo se
le adicion0 1 mL de metanol. De éste tiltimo se obtuvieron 100 pl, del cual solo se tomo6
1 pl para su inyeccion en el cromatdgrafo de gases (Varian, modelo CP-3800). La
determinacion de alcaloides (Figura 1) se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia del

Departamento de Botanica del CUCBA, de la Universidad de Guadalajara.

Los datos analiticos obtenidos de cada especic de lupino, edad y tiempo de
conservacion se sometieron a analisis de varianza para un modelo aleatorizado con
medidas repetidas en ¢l tiempo, fijando para declarar diferencias estadisticas un alfa 0.05.
En los casos donde existié diferencias entre los tratamientos, los promedios se separaron

mediante la prueba de comparacion de promedios de Duncan.
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0.1 g de harina + 5 mL TCA

Homogeneizar 1 min. en sonicador.
v
Centrifugar 5 min. x 4000 rpm

“— gsohbrenadante 4“—',
precipitado

4 sobrenadante =1  (Homogeneizarcon 5 mL de TCA

5% y centrifugar) x 2

“— sobrenadante €

v
Recoger juntos los 3 sobrenadantes y basificar con 1 mL de
NaOH 10 M

Extraer con S mL de cloruro de metileno x 3

Recoger la fase organica

Llevar a sequedad

Resuspenderen 1 mL metanol

|
l 0.5mL 0.5 mL l

Cromatografia en placa fina

Inyectaren GC

Figura 1. Proceso de determinacion de alcaloides.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION.

El contenido de humedad en el ensilado de Lupino promedi6é 82.63%, concordando
con lo reportado por Martins (2005b) quien obtuvo valores de 81.1% de humedad en
ensilado de L. albus y lo que se reporta en ensilados de alfalfa SARH (1990) de 78.76%.
Sin embargo ésta fraccion no mostré diferencias significativas a nivel estadistico (P >
0.05) en relacién con el tiempo de fermentacion durante el almacenamiento, y se

observaron valores menores en el L. exaltatus comparado con el L. rotundiflorus (82.3

contra 83.2%, respectivamente).

El pardmetro humedad (%) mostré diferencias en sus valores con respecto al tiempo
de corte de la planta (P < 0.05; Gréfica 1), también se encontré efecto de la interaccion
especie de lupino y el tiempo all cual fue cortado el forraje sobre la humedad del ensilado
(P < 0.05; Cuadro 5). La falta de diferencia en el contenido de humedad del ensilado por
la especie de lupino pudiera obedecer al simple hecho que ambos forrajes fueron
cosechados en condiciones medioambientales similares, lo que evita alteraciones

unilaterales.

Por otro lado, cuando la planta avanza en su madurez el contenido de espacios que
pudieran almacenar humedad se reduce por el aumento de la lignificaciéon y cuando la
planta es joven posee un metabolismo mas activo que requiere agua. Fl pH del ensilado
promedi6 5.5 en lo general, sin verse afectado por la especie del lupino almacenada (P >
0.05). Los valores de pH encontrados en ensilado de lupino mostrd diferencias
significativas (P < 0.05) con respecto a los dias de fermentacion en el silo, con una
tendencia a aumentar conforme el tiempo de almacenado. Se observé ademas que al
aumentar la edad de corte, disminuy6 el pH (P < 0.05; 5.84 vs. 5.05 para 90 y 180 dias
respectivamente). Se observo una interaccion entre la especie de forraje y tiempo de corte
(P <0.05) (Cuadro 5).
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Porcentaje de humedad

Grafica 1. Contenido de humedad en el ensilado de Lupino con dos edades de corte.

90 180
Dias de corte
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Cuadro 5. Contenido de Humedad, Materia Seca y pH de forraje de dos especies de

lupino a dos tiempos de corte durante la conservacion.

Lupino Tiempo de Humedad MS pH
' corte Dias % %
L. exaltatus 90 0 88.53 11.88 6.00
90 10 79.71 20.29 5.84
90 20 85.53 14.47 530
90 30 84.90 15.05 5.78
90 40 81.50 19.00 5.83
180 0 78.41 21.59 . 6.00
180 10 81.60 18.40 445
180 20 79.42 20.58 541
180 30 82.33 17.68 4.41
180 40 80.14 19.86 5.40
L. roturndiflorus 90 0 87.53 12.47 6.98
90 10 83.53 16.47 5.00
90 20 86.08 13.92 5.90
90 30 - 85.28 14.72 5.88
90 40 84.72 15.28 5.88
180 0 79.94 20.06 6.00
180 10 81.20 18.80 4.57
180 20 80.05 19.95 529
180 30 82.19 17.81 5.44
180 40 82.25 17.76 5.00
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Kochapakdee y col,. (1997) y Messman y col.,. (1994) reportaron valores cercanos a
los encontrados en ¢l presente estudio para lupino duice almacenado en forma de
ensilado. Por otro lado, segin Cafieque y Sancha (1998) el patrén de disminucion del pH
de las gramineas muestra que la utilizacion de los glicidos disminuye a medida que el
medio se acidifica, generando un descenso en el pardmetro. Ademas dicha disminucién
garantiza en las gramineas la baja en la proteolisis, 1o que disminuye en el nitrégeno en

forma soluble y amoniacal.

Dicho comportamiento no obedece cuando se frata de leguminosas con poco
contenido de glicidos, los que provoca que ¢l pH sea mayor en estas, asi como el
contenido de nitré6geno soluble, nitrogeno amoniacal, y acidos grasos relacionados con la
proteolisis. El comportamiento observado en ¢l pH, proteina, nitrogeno total y amoniacal
en el ensilado de lupino del presente estudio tiende a ser clisico de una leguminosa,
aunque comercialmente se emplean aditivos para reducir el efecto negativo antes

mencionado, tal como lo reporta Martins en su estudio (2005b).

El porcentaje de proteina cruda (N x 6.25) en el forraje ensilado promedié 17.63%,
el cual varié de manera significativa (P < 0.05) en relacién con los dias de fermentacién
en el silo. Asi mismo, se observé que el contenido de protéina era mayor cuando el
forraje se cortd a los 90 dias comparativamente con el que lo fue a los 180 dias (P < 0.05;
20.7 vs. 13%, respectivamentc), asi como con la especie de lupino (P < 0.05; 16.5 vs.
17.3%, para L. exaltatus y L rotundiflorus; respectivamente). Ademas se observé un
efecto significativo de la interaccién del tiempo de corte con respecto a la especie de

lupino sobre el contenido de proteina cruda (P < 0.05; Gréfica 2) (Cuadro 6).
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Porcentaje (base materia seca)

Grafica 2. Contenido de proteina cruda del ensilado de lupino.

90 dias 180 dias 90 dias 180 dias

L. exaltatus L. rotundiflorus
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Cuadro 6. Contenido de compuestos nitrogenados del forraje de lupino con dos tiempos

de corte y en conservacion.

Lupino Tiempo de Dias de NH;, ProtSol, PC,
corte conservacion % de N'T % de Nt %

L. exaltatus 90 0 0.00 2.81 28.79
90 10 15.46 1.81 18.79
90 20 2441 1.01 16.14
90 30 17.21 1.57 19.79
90 40 19.41 1.58 16.09
180 0 0.00 2.00 19.22
180 10 12.69 0.89 13.05
180 20 16.98 0.37 9.77
180 30 14.02 1.43 18.00
180 40 14.43 1.15 13.97

L. roturndiflorus 99 0 0.00 2.49 25.19
90 10 31.91 2.07 23.54
90 20 34.42 1.58 20.67
90 30 4221 1.69 16.50
%0 40 39.58 1.80 19.86
180 0 - 0.00 1.30 15.36
180 10 10.35 1.24 15.91
180 20 15.93 0.57 10.75
180 30 23.97 (.65 10.39
180 40 14.90 0.46 9.98
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La diferencia en el contenido de proteina con la edad al corie se debe a que a mayor
edad de la planta requiere de nutrimentos para lograr una mayor lignificacion y aumenta
la fibra cruda en demérito del nitrogeno. Por otro lado, al tomar en cuenta el tiempo de
conservacion en el microsilo se observd una disminucién en el contenido de proteina
cruda, dicha diferencia pudiera deberse a que existe una liberacion de nitrégeno no
protéico en forma de amoniaco que se volatiza, el cual es producto de la actividad
metabdlica de la microbiota, la que se favorece con la fermentacion de los glicidos, sobre

todo los solubles presentes en el material vegetal.

Estos resultados encontrados en el presente experimento concuerdan con lo
reportado por Martins (2005b) siendo en ese caso de 19.6% y por SARH (1990) con
contenidos de 19.37% lo que nos da una clara idea del potencial que tiene la planta como
fuente de proteina. Por otro lado, la concentraciéon de nitrogeno en forma de porci(’)ri
soluble (porcentaje del nitrégeno total) encontrado en el material conservado, vari6 con el
tiempo de fermentacion al que fue sometido el forraie (P < 0.05, Cuadro 6), pero no
cambi6 con los dias a los cuales fue cortado el forraje (P > 0.05; 15 y 16% para los 90 y
180 dias, respectivamente), ni con la especie de lupino evaluada (P > 0.05; 15.22 y
15.94% en L. exaltatus y L. rotundiflorus, respectivamente). Comparando con los valores
encontrados por Martins (2005b) de 18.3%. Sin embargo, el presente estudio mostr6 una

interaccion de la espécie con el tiempo de corte (P < 0.05) (Cuadro 6).

También el contenido de nitrégeno amoniacal (N-NH;, porcentaje del nitrogeno
total) mostrd diferencia significativa (P < 0.05) entre los dias de fermentacion. Pero, no
se encontraron diferencia en el mismo entre las dos especies estudiadas (P > 0.05), sin
embargo, se observé diferencia entre los dias de edad al corte siendo 24.45% a los 90 dias
y 9.08% a los 180 dias (P < 0.05) (Grafica 3, Cuadro 6). Se observ6 ademas que existio
efecto significativo de la interaccidon entre la edad de corte y la especie de lupino (P <
0.05).
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Grafica 3. Contenido de nitrdgeno amoniacal (% del N total} en el ensilado de Lupino

NH, (Porcentaje del nitrégeno total)

90

2446

Dias de corte

180
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La anterior observacion al igual que la cantidad de nitrégeno soluble pudiera
obedecer a un comportamiento normal en el proceso de ensilaje de otras leguminosas que
permite la transformacién del nitrégeno presente en la planta por fermentacion bacteriana
en N-NHj, sobre todo cuando se almacenan leguminosas con la finalidad de su posterior
utilizacion. Carruthers y col. (1998, 2000ab), Kochapakde y col. (1997) y Messman y
col. (1994) reportaron el mismo fenémeno al momento de abrir el ensilado de varias
leguminosas, incluyendo el forraje de lupino dulce. Martins (2005b) reporta 23.7 % en

ensilado de L albus; similar a lo encontrado durante el corte de 90 dias en este trabajo.

Pero al tratar de localizar literatura concerniente al mismo fendmeno pero con
leguminosas nativas no fue posible comparar los resultados encontrados en el presente
estudio con otros experimentos que hayan realizado la evaluacién de forrajes del mismo

género, especificamente en especies nativas como las que se emplearon.

Sin embargo, los reportes publicados sobre la conservacion en hamedo de
leguminosas de lupino solo muestra los datos observados en aquellas especies cultivadas
que se emplean para obtencién de semillas como el L. albus, Martins (2005b), no de las
nativas como las evaluadas en el presente experimento. Por tanto, es dificil comparar el
comportamiento de ellas con las encontradas en el entorno de las explotaciones de la

region donde crece normalmente la planta.

En el presente estudio, se observéo que la concentracion fibra detergente acida
presentd diferencia (P < 0.05) tanto en el tiempo de corte siendo mayor con la planta de
180 dias (31.95% 90 dias y 49.04% para 180 dias) (Grafica 4; Cuadro 7), asi como con
los dias de fermentacion del forraje de lupino. Existié una interaccion significativa entre
la edad de corte y la especie de lupino (P < 0.05). Martins (2005b) encontré valores de
38% de FDA utilizando ensilado de L albus, similares a los encontrados en el tiempo de

90 dias de corte.
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Los valores del contenido de paredes celulares (FDN) encontrados durante el
analisis del forraje conservado no mostraron diferencias estadisticas (P > 0.05) con
respecto a los dias de fermentacion, ni con la especie forrajera estudiada. Sin embargo,
con los 180 dias de edad de corte se encontrd una concentracion mas elevada (P < 0.05).
(66.86 % ) que a los 90 dias (45.3%), similar a lo encontrado por Martins (2005b) de
49.4% y por Martins (2005 a) con 43.9 % de FDN en ensilados de L. albus. De igual
manera, se encontrd efecto de la interaccion entre tiempo de corte y especie de forraje

sobre el contenido de paredes celulares (P < 0.05; Grafica 5; Cuadro 7).

El contenido de lupanina como representativo de los alcaloides presentes en el
género Lupinus promedidé 69.67 (mg/ml). Dicha variable no cambio con el tiempo de
conservacion en los microsilos, aunque la tendencia numérica presentd una disminucion
respecto a los dias (£ > 0.05). Por otro lado, la edad de corte afectd la concentracion de
lupanina, mostrando una mayor concentracion a edad temprana (98.7 vs. 25.3 mg/mL para

los 90 y 180 dias, respectivamente).

La interaccion entre tiempo de corte -y especie de forraje mostraron un efecto
estadistico sobre el contenido de Ilupanina en el ensilado de lupino (P < 0.05). Dicha

observacion no fue asi cuando se midi6 ¢l efecto del tiempo de fermentacion y especie

evaluada (P < 0.05; Grafica 6; Cuadro 8).
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Porcentaje de FDA (base materia seca)
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o

Grafica 4. Contenido de FDA en ensilado de lupino con dos tiempos de corte.

P <0.05

20 180
Dias de corte
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Porcentaje de FDN (base materia seca)

Gréfica 5. Contenido de FDN en ensitado de lupino con dos tiempos de corte.

90 180
Dias de corte
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mg de lupanina/mL

Grafica 6. Contenido de lupanina en ensilado de lupino a dos tiempos de corte

874

a0 180
Dias de corte
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Cuadro 7. Contenido de Fibra Detergente Neutro (FDN) y Fibra Detergente Acido (FDA)

en forraje de Lupino con dos tiempos de corte y en conservacion.

Lupino Tiempo de Dias FDA FDN
corte % %

L. exaltatus 90 0 21.73 44.86
90 10 31.76 43.24
90 20 49.06 5.77
90 30 32.71 44.15
90 40 37.49 52.91
180 0 33.68 57.84
180 10 54.38 69.17
180 20 51.50 65.19
180 30 53.03 70.00
180 40 52.48 72.00

L. roturndiflorus. 90 0 29.06 45.77
90 10 26.47 40.22
90 20 30.30 41.49
90 | 30 31.92 42.71
90 40 54.60 44,80
180 0 32.56 59.93
180 10 53.60 69.16
180 20 56.30 70.33
180 30 53.66 70.45
180 40 55.25 69.06
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Cuadro 8. Contenido de Alcaloides (Lupanina) en forraje de lupino a diferentes tiempos

de corte y en conservacion,

Lupino Tiempo de Dias de Lupanina
corte conservacion (mg/mL)

L. exaltatus 90 0 159.84
90 10 136.03
90 20 55.21
90 30 67.84
90 40 40.11
180 0 24.83
180 10 4.88
180 20 15.39
180 30 10.58
180 40 15.94

L. roturndiflorus G0 0 169.95
90 10 124.47
90 20 72.90
90 30 96.00
90 40 49.55
180 0 24.30
180 10 18.79
180 20 4.88
180 30 5.01
180 40 8.34

37




9. CONCLUSIONES

o El ensilaje de forraje de lupino puede ser empleado para almacenar fuente de

proteina y energia para su posterior empleo como insumo alimenticio en la

alimentacién de rumiantes.

e Los resultados muestran que la calidad nutricional puede ser considerada como
adecuada cuando el forraje tiene 180 dias de edad, sin embargo aumenta la

cantidad de paredes celulares.

e Fl ensilado de lupino independientemente de la especic conservada presenta
tendencia a la disminucién de la concentracion de lupanina. por efecto de el

tiempo de corte y dias de fermentacion..
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