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CARACTERIZACION DEL VALOR NUTRITIVO DE CINCO ESPECIES DE
LEGUMINOSAS DEL GENERO Lupinus

Maricela Pablo Pérez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2013

El objetivo del presente estudio fue conocer el potencial nutricional para la
alimentacion animal de cinco especies de Lupinus (L. montanus, L. exaltatus, L.
campestris, L. hintonii, y Lupinus sp.). Plantas completas en floracion (componente
follaje) y fructificacion (componentes: vainas y semillas) fueron recolectadas en la
Region de Valles y Libres del Serdan, Puebla, durante julio y agosto de 2010, a
una altitud entre 2486 y 3442 m. Los analisis realizados por componente fueron
proteina cruda (PC), extracto etéreo (EE), cenizas (Ce), fibra detergente neutro
(FDN), fibra detergente acido (FDA), alcaloides totales (Alc), polifenoles totales
(Pt), taninos condensados (Tc), degradacion in situ de MS, MO, PC, FDN y FDA,
composicién mineral de semillas y su morfometria. Los resultados muestran que
existe variacion entre especies para las variables evaluadas a nivel del follaje, de
las vainas y de las semillas. Las semillas presentaron el mayor porcentaje de PC
(32.5-43.5%); de EE (6.6-7.5%) y los menores de FDN (16.7-24.7%) y FDA (4.4-
7.9%), comparado con el de hoja més tallos (FDN, de 38.2-44.1%; FDA de 21.7-
30.1%; y PC de 19.1-25.5%). En vainas un menor contenido de PC (10.9-22.8%) y
EE (0.1-0.4%), pero mayor FDN (53.7-68.4%) y FDA (30.3-47.1%). Los Alc en las
semillas fueron de 2.4 a 5.4% (L. hintonii con el mayor contenido), los polifenoles
totales de 221 a 554 mg 100g, y los taninos de 12.7 a 22.7 mg kg™ (L. exaltatus y
L. campestris no presentaron taninos). En el hojas més tallos los Alc variaron de
1.12 a 3.38%, polifenoles totales de 557 a 813 mg 100g y taninos de 66.86 a 99.7
mg kg™. Las caracteristicas fisicas de las semillas de las especies en estudio,
presentaron diversidad en su morfologia (color, forma y proporcion de testa).
Contienen elevados niveles de P y de K y micronutrientes como Fe y Zn. La
degradacion in situ de la PC de la semilla fue alta en todas las especies (97-
99.2%). En las hojas mas tallos, la degradacion in situ de la materia seca fue de
71.1 a 83%, la de la PC fue de 88.9 a 94.3%. Se concluye que de acuerdo a su
composicion quimica, digestibilidad y alcaloides las semillas, follaje y vainas de
Lupinus exaltatus y L. campestris son promisorias para ser usadas en la
alimentacion de rumiantes. L. montanus por el alto contenido de proteina cruda en
sus semillas.

Palabras claves: Lupinus, leguminosa, silvestre, valor nutritivo, composicion
guimica, degradacion



CHARACTERIZATION OF NUTRITIONAL VALUE FOR FIVE LEGUME SPECIES
OF THE GENUS Lupinus

Maricela Pablo Pérez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2013

The aim of this study was to determine the nutritional value of five species of
Lupinus (L. montanus, L. exaltatus, L. campestris, L. hintonii, and Lupinus sp.).
During the stage of flowering (component foliage) and fructification (components:
pods and seeds), whole plants were collected in the region of Valles y Libres del
Serdan, Puebla, during July and August 2010, at an altitude between 2486 and
3442 m. Analyses performed by component were crude protein (CP), ether extract
(EE), ash (Ce), neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF), total
alkaloids (Alc), total polyphenols (TP), condensed tannins (Tc), in situ degradation
of DM, OM, CP, NDF and ADF, seed mineral composition and morphometry. The
results show that there was variation among species for variables assessed in the
foliage, pods and seeds. The seeds had the highest percentage of PC (32.5-
43.5%), EE (6.6-7.5%) and lower NDF (16.7-24.7%) and FDA (4.4-7.9%),
compared to the leaf with stems (FDN, of 38.2-44.1%; FDA of 21.7-30.1% and PC
of 19.1-25.5%). In pods PC content (10.9-22.8%) and EE (from 0.1 to 0.4%) were
lower, but NDF (53.7-68.4%) and FDA (30.3-47.1%) were higher. Total alkaloids in
the seeds were from 2.4 to 5.4% (L. hintonii had the highest), total polyphenols
221-554 mg 100g, and condensed tannins from 12.7 to 22.7 mg kg™ (L. exaltatus
and L. campestris showed not tannins). In stems with leaves Alc ranged from 1.12
to 3.38%, TP from 557-813 mg 100g and Tc from 66.86 to 99.7 mg kg™. Species
under study showed diversity in morphology seed (color, shape and proportion of
testa), high levels of P and K and micronutrients such as Fe and Zn. In seeds, in
situ degradation of PC (DIPC) was high in all species (97-99.2%). In the stem
leaves, the in situ degradation of dry matter was 71.1 to 83%, DIPC was 88.9 to
94.3%. We conclude that according to their chemical composition, digestibility and
alkaloids, seeds, leaves and pods of Lupinus exaltatus and L. campestris are
promising for use in ruminant feed and L. montanus by the high content of crude
protein in their seeds.

Keywords: Lupinus, legumes, wild, nutritive value, chemical composition,
degradation
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

Dentro de la familia Fabaceae, el estudio de especies del género Lupinus se ha
incrementado debido a que sus semillas tienen un alto contenido de proteinas
(30-49% dependiendo de la especie), pero también de alcaloides quinolizidinicos
(1.5-2.5%) (Sujak et al., 2006). Estos ultimos les confieren un sabor amargo y su
presencia es mayor en las especies silvestres, que son consideradas toxicas
(Keeler, 1989). Crecen en suelos acidos y son tolerantes al frio (Gladstone, 1998).
Especies de éste género (L. albus L, L. angustifolius L, L. luteus L y L. mutabilis
Sweet) han sido domesticadas, mejoradas y disminuido su contenido de alcaloides
en las semillas, en Australia, Europa (Polonia, Alemania, Francia) y Sudamérica
(Chile y Ecuador) para su uso en la alimentacion humana y animal (FAO Statistics
Division, 2010). Estas variedades se les conoce como “variedades dulces” por su
bajo nivel de alcaloides, sin embargo, son mas susceptibles al ataque de plagas y
herbivoros (Lopez-Bellido y Fuentes, 1986).

En México, la mayor diversidad de especies silvestres de Lupinus se encuentra
en la Sierra Madre Occidental y el Eje Neovolcanico Transversal (Ruiz-Lopez et
al., 2000). Diversos estudios indican que el contenido y calidad de la proteina de
especies mexicanas de Lupinus, como la de L. campestris, es adecuada para su
utilizaciéon en la alimentacion humana (Rodriguez-Ambriz et al., 2005), y las
caracteristicas nutricionales que presenta L. exaltatus, recolectada en el Nevado
de Colima, la hacen adecuada para la alimentacion animal (Ruiz y Sotelo, 2001;
Ruiz-Lépez et al., 2006).

En zonas templadas y tropicales, uno de los principales factores limitantes en la
alimentacion animal es el contenido de proteina y las leguminosas herbaceas son
un suplemento importante por la cantidad que presentan. Aunque se ha observado
que su valor nutritivo disminuye por la presencia de factores antinutricionales,
entre ellos la alta concentracion de taninos condensados (Barahona et al., 1997,

2003); de inhibidores de proteasas, lectinas, alcaloides y saponinas. La presencia



de todos o algunos de estos metabolitos en las leguminosas puede reducir o
incrementar el consumo y aprovechamiento del alimento por los animales; a altas
concentraciones algunos pueden ser tdxicos; pero incluso pueden también
producir efectos benéficos al ambiente al disminuir la emision de metano
(Broderick et al., 1995; Huisman y Tolman, 2001; Patra y Saxena, 2011). En
algunos casos, las semillas de estas leguminosas presentan una alta proporcion
de a-galactosidos, fraccion de los carbohidratos, que puede ocasionar
fermentacion excesiva, flatulencia o diarrea como se ha observado en los cerdos
(Mul'y Perry, 1994).

Por los altos niveles de proteina y bajos en factores antinutricionales, las semillas
de la soya han sido utilizadas por muchas décadas como la fuente principal de
proteinas en dietas de animales (Gueguen y Cerlett, 1994). Sin embargo, el cultivo
de soya no se adapta a todas las condiciones climaticas, lo que hace que los
precios de la soya se incrementen y en consecuencia los alimentos balanceados
donde se incluye (Trostle, 2008). Adicionalmente, el sistema de produccion
organica no acepta el uso de productos de semillas oleaginosas, cuando estos
han sido sometidos a procesos de adicion de solventes (p. e. hexano), o el uso de
ingredientes alimenticios genéticamente modificados (p. e. soya) (IFOAM, 2006;
Jezierny et al., 2010).

Por lo anterior se considera necesario la busqueda de fuentes alternativas de
proteina, que incluya la bioprospeccion en especies silvestres de nuestro pais, con
el objetivo de evaluar su potencial para uso en dietas para animales y que,
ademas, ayuden a una produccion animal sustentable. Los objetivos de la

presente investigacion son:



1.2. Objetivo general

Conocer el potencial nutricional para la alimentacién animal de cinco especies de
Lupinus: L. montanus, L. exaltatus, L. campestris, L. hintonii, y Lupinus sp.,

leguminosas silvestres presentes en el estado de Puebla.

1.2.1. Objetivos especificos

a) Determinar la composicion quimica de la planta completa y de las semillas en
cinco especies de Lupinus: proteina cruda, extracto etéreo, fibra detergente

neutro, fibra detergente acida y cenizas.

b) Cuantificar el contenido de polifenoles totales, alcaloides totales y taninos

condensados en planta completa y en semillas de cinco especies de Lupinus.

c) Determinar la degradacion de la materia seca, de la materia organica, de la
proteina cruda, de la fibra detergente neutro, de la fibra detergente acida, y la
energia metabolizable de semillas y planta completa de cinco especies de

Lupinus.

d) Conocer las caracteristicas morfométricas y la composicion mineral de las

semillas de cuatro especies de lupino en estudio.

1.3. Hipotesis

Al menos una de las especies de Lupinus estudiadas presenta en semillas, vainas
o follaje (hojas més tallo), un contenido elevado de proteina, alta digestibilidad in
situ y bajos contenidos de FDN, FDA vy lignina, lo que indicaria un buen valor

nutricional para ser usada en la alimentacion de los rumiantes.



I.4. Estructura de la tesis

Esta tesis estda organizada en cinco capitulos. EI CAPITULO | comprende la
introduccién general, se describen los objetivos e hipbtesis generales que guiaran
los métodos y resultados del presente trabajo. En el CAPITULO Il se presenta la
revision de literatura donde se abordan las caracteristicas del género Lupinus, la
produccion a nivel mundial, su contenido nutrimental, y su uso en alimentacion
animal. En el CAPITULO Il se presenta el estudio sobre la caracterizacion
guimica del follaje y semillas de cinco especies silvestres de Lupinus de la Region
de los Valles de Libres y Serdan del estado de Puebla, haciendo énfasis en
aguellas caracteristicas que son importantes para la nutricibn animal. En el
CAPITULO IV se presentan los resultados obtenidos de la degradacion in situ de
los componentes nutricionales de las especies en estudio. EI CAPITULO V
muestra las caracteristicas morfométricas de las semillas de las especies asi
como su composicion mineral. Por ultimo se esbozan las conclusiones generales y

las recomendaciones derivadas de las mismas.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia del uso de leguminosas en alimentacion

Las leguminosas juegan un papel importante en la alimentacion humana
(Taranathan y Mahadevamma, 2003; Fernandez-Orozco et al., 2009). La familia
Fabaceae comprende alrededor de 750 géneros y aproximadamente 19,400
especies (Stevens, 2009). No obstante menos del 20% de éstas se aprovechan
como fuente de alimento para el consumo humano o animal. La mayoria de
las leguminosas explotadas a gran escala lo son por sus semillas, fuente
importante de carbohidratos, fibra, aceite y proteinas. El contenido de ésta
ultima es de 17% a 49%, contenido superior a lo encontrado en los cereales
(7-13%) y parecido al de la carne (18-25%) (De Almeida et al., 2006). Debido a su
composicién, las semillas de leguminosas son consideradas como elementos
basicos de la dieta en ciertas regiones del mundo, tal es el caso del frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) en México y Centroamérica; el frijol lima (P. lunatus L.) en
Sudamérica; la lenteja (Lens culinaris M.), el chicharo (Pisum sativum L.) y el
garbanzo (Cicer arietium L.) en Medio Oriente, Africa y en la India; el haba (Vicia
faba L.) alrededor del Mediterraneo; la soya (Glycine max L. Merrill) en el Lejano
Oriente (Fraile et al., 2007); y el lupino (Lupinus spp.) en la regiébn mediterranea y
Africa, América del Norte, América del Sur y Este de Asia (Cristofolini, 1989; Kass
y Wink, 1997).

Las leguminosas son utilizadas como materias primas altamente proteicas en las
dieta de los animales tanto de manera natural como en ensilados y raciones. El
uso de leguminosas de grano en alimentacién animal responde a su contenido y
calidad de la proteina, expresados como concentracibn de nitrdgeno vy
digestibilidad de la proteina, respectivamente. Sin embargo, la proteina de las
leguminosas es generalmente rapidamente degradada en amonio y aminoacidos
en el rumen. Esta degradacion contribuye al crecimiento de microorganismos pero

puede perderse como amonio cuando la energia en la dieta no es suficiente (Julier
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et al., 2003). Una degradacion excesiva de proteina en el rumen es un factor
nutricional limitante en leguminosas forrajeras de clima templado (Broderick,
1995). Lo mejor para el animal es que una gran proporcién de proteinas lleguen al
intestino delgado donde serdn degradadas en aminoacidos y absorbidos. Las
proteinas que escapan la degradacién del rumen son llamadas proteinas de
escape en el sistema americano (Pichard y van Soest, 1977) y PDI (proteina
digestible en el intestino) en el sistema Franceés (Verité et al., 1987).

En general, las semillas de las leguminosas, desde un punto de vista muy amplio,
se pueden dividir en dos tipos: las de zonas templadas y las de zonas tropicales.
Las leguminosas de zonas templadas como: alfalfa (Medicago sativa L.), lupino
(Lupinus L.), chicharo (Pisum sativum), trébol (Trifolium pratense L.), cacahuate
(Arachis hypogea L.), Garbanzo ( Cicer arietinum) se usan para complementar la
dietas de animales de bovinos, ovinos, equinos, aves y peces (Graham y Vance,
2003). Las leguminosas de zonas tropicales: soya (Glicine max), guaje (Leucaena
leucocephala), cocohite (Gliricidia sepium L.), morera (Morus alba L.), centrosema
(Acutifolium pubescens), cacahuatillo (Arachis pintoi Krap & Greg), tulipan
(Hibiscus rosa-sinensis L.), se utilizan en asociacion y como banco de proteina

para mejorar la calidad de la alimentacion para bovinos y equinos (D’Mello, 1995).

2.2. El género Lupinus

Lupinus es un género complejo, que pertenece al orden Fabales, la Familia
Fabaceae y tribu Genistae, ampliamente extendido a nivel mundial. Presenta una
rica diversidad de especies que se dividen en dos grandes grupos: 12 especies del
Mediterraneo en el norte y el este de Africa en el "Viejo Mundo", y las especies de
América del Norte y del Sur en el "Nuevo Mundo". Este Ultimo grupo comprende el
mayor numero de especies de Lupinus (Gladstone, 1998). No existe un nimero
exacto de taxa' de éste género, Clements et al. (2005) mencionan al menos 600,

aungue Planchuelo (1999) indica alrededor de 1700 especies.

Taxa: En biologfa un taxén (del griego raéic, transliterado como taxis, "ordenamiento”) es un grupo de
organismos emparentados, que en una clasificacion dada han sido agrupados, asignandole al grupo un
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Su domesticacion ocurrio casi paralelamente en la regidon del mediterraneo y en la
region andina. No obstante, en comparacion con los otros cultivos alimentarios, el
género Lupinus solo recientemente ha sido objeto de mejoramiento genético. Los
lupinos silvestres se distribuyen en un amplio rango de zonas climaticas (Figura 1),
desde las regiones subarticas en Alaska, los climas mediterraneo y semidesértico,
regiones altas y montafiosas del este de Africa, México y los Andes, las montafias
rocosas y la region de clima templado-céalido del sureste de los Estados Unidos, y
las regiones subtropicales del este de América del Sur (Gladstone, 1998).

Las especies que han alcanzado el estatus de los cultivos modernos como
leguminosas de grano con alto valor proteico son L. angustifolius L, L. albus L, y L.
luteus L. en Australia, Europa y norte de Africa. Lupinus cosentinii Guss, también
ha sido domesticado, aunque no se utiliza ampliamente.

De las especies del Nuevo Mundo solo L. mutabilis ha sido domesticado, aun
cuando no se ha utilizado en gran escala como cultivo comercial. Cada una de
esas especies posee una alta adaptabilidad a diferentes rangos climaticos y
atributos de calidad de semilla, que hacen del género Lupinus un recursos valioso
para su cultivo, produccién y uso en industrias emergentes de alimentos sea para
uso humano o animal (Clements et al., 2005).

Los lupinos son plantas angiospermas cuya caracteristica distintiva es su fruto
llamado legumbre; es decir, vainas que se abren longitudinalmente en dos
valvas, a lo largo de dos suturas; por lo que reciben el nombre de leguminosas.
Son herbaceas lefiosas, de ciclo anual, bianual o perenne, con flores multicolores
y vainas (Duranti et al., 2008). Entre los nombres regionales como se le conoce a
las especies que conforman éste género se tienen: altramuz, tremoco o termis en
Europa, tarwi en América del Sur, y mazorquilla, alfalfilla, flor de San Juan y flor de

San Pedro en México.

nombre en latin, una descripcion, y un "tipo", de forma que el taxén de una especie es un espécimen o
ejemplar concreto. Cada descripcion formal de un taxén es asociada al nombre del autor o autores que la
realizan, los cuales se hacen figurar detrds del nombre. En latin el plural de taxén es taxa, y es como suele
usarse en inglés, pero en espafiol el plural adecuado es taxones. La ciencia que define a los taxones se llama
taxonomia.



En nuestro pais, se han descrito numerosas especies, con una mayor
concentracion en el lado del Pacifico y el eje Neovolcanico transversal. En
particular, por ejemplo en el estado de Jalisco se han localizado 15 especies, entre
ellas, L. exaltatus Zucc., L. reflexus Rose, y L. mexicanus Cerv. ex Lag. (Ruiz-
Lopez et al., 2000), L. rotundiflorus M.E. Jones, L. elegans L., L. simulans Rose y
L. madrensis Seem (Ruiz y Sotelo, 2001). En el estado de Morelos, L. campestris
fue recolectado por Jiménez-Martinez et al. (2001) y Rodriguez-Ambriz et al.
(2005). Bermudez-Torres et al. (2009) reportan la presencia de L. montanus
H.B.K, L. stipulatus J. Agardh. y L. aschenbornii Schauer en las montafias del
Popocatepetl-lztaccihuatl. Villavicencio y Pérez (1998), indican la existencia de
guince especies del género Lupinus en el estado de Hidalgo. A pesar de la gran
biodiversidad de especies de Lupinus en Meéxico, no se cuenta con estudios
tendientes a la domesticaciéon de las especies presentes para su utilizacibn como
fuente de alimento (Ruiz-L6pez et al., 2006).

En el Cuadro 1 se describen las caracteristicas de cinco especies de Lupinus que
se encuentran en la Regién de Libres y Serdan del estado de Puebla de acuerdo a
Dunn (1979), complementadas con informacion de Lagunes-Espinoza et al.

(2008). En la Figura 2 se muestra el fenotipo de cada una de ellas.

2.3. Produccién y usos a nivel mundial

En la actualidad, las especies cultivadas en diversas regiones del mundo son L.
albus, L. angustifolius, L. luteus y L. mutabilis (Martinez-Villaluenga et al., 2006).
La FAO estima que durante el 2008 se obtuvieron 39,140 toneladas de
semilla de Lupinus, siendo Australia, Polonia, Alemania y Chile los paises con
mayor produccion (Figura 3) (FAO Statistics Division, 2010). Las especies

cultivadas se destinan principalmente para alimentaciéon animal y humana.
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Figura 2. Distribucion del género Lupinus a nivel mundial (Clements et al., 2005).

Las “variedades dulces” de Lupinus, por su bajo nivel de alcaloides, se han
utiizado para elaborar diversos alimentos. Sus proteinas se emplean como
ingredientes tecno-funcionales en la industria alimentaria (Lampart-Szczapa,
2001). Otra alternativa empleada es la utilizacion de especies de lupinos amargos
tras aplicar procesos tecnoldgicos de extraccion de alcaloides para su disminucion
en las semillas y el aprovechamiento de los compuestos como subproducto Utiles
en la agricultura y farmacologia (Stobiecki et al., 1992). Se han empleado
también, como ingrediente para panificacion y reposteria (Sipsa, 2008), en
formulaciones alimentarias para la salud (Hodgson y Ping, 2008), como
complemento o sustitucion en dietas para bovinos (Bayourthe et al,. 1998;
Vincenti et al., 2009), ovinos (Pearse et al., 1994), cerdos (Mariscal-Landin et al.,
2002), aves (Palander et al., 2006) y otros monogastricos (Volek y Marounek et al.,
2009), donde han dado buenos resultados, en términos técnicos y econémicos, lo
gue también ocurre en peces (Refstie et al., 2006; Smith et al., 2007). En Chile, se
utiliza el Lupinus como un alimento de gran potencial en la industria salmonera
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(ODEPA, 2003). Especies de lupino como L. elegans, han sido utilizadas en la
restauracion de bosques de coniferas, porque crea un microambiente apropiado
para su establecimiento al aumentar las concentraciones de nitrogeno del suelo
(Blanco y Lindig 2005; Burton et al., 2005).

2.4. Composiciéon nutrimental

Las semillas de Lupinus muestran elevadas concentraciones de proteinas
comparadas con otras fuentes vegetales, presentan de 4-15% de lipidos que
incluye 50-60% de acido oleico, 16-23% &cido linoleico (Boschin et al., 2008).
Ademas son una fuente potencial de fibra para la produccion de alimentos
dietéticos (Sujak et al., 2006), tienen niveles bajos de almiddn, inhibidores de
tripsina y otros compuestos con efecto antinutricional (Martinez-Villaluenga et al.,
2006a).

2.4.1. Proteinas

Uno de los principales componentes en semillas de Lupinus es el contenido de
proteinas (30-49%) (Glencross et al., 2002; Khattab et al., 2009) mayor a otras
leguminosas como chicharo (Pisum sativum, 21.6%), haba (Vicia faba, 25%), frijol
(Phaseolus limensis L., 19.1%), y semejante al de la semilla de soya (Glycine
max, 46.8%) (Lampart-Szczapa, 2001).

Las propiedades quimicas y tecno-funcionalidad de las proteinas en las
leguminosas es determinada por la presencia de globulinas y albiminas
(Lampart-Szczapa, 2001; Duranti et al., 2008). Las albuminas son un grupo
heterogéneo en las especies vegetales. Presentan de diez a 20 fracciones con
diferentes pesos moleculares, forman complejos con carbohidratos y acidos
nucleicos; son mas ricas que las globulinas en aminoacidos esenciales
especialmente metionina (Lampart-Szczapa, 2001). Las globulinas son proteinas

solubles en soluciones salinas y se localizan en el cotiledon.
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Entre las propiedades fisico-quimicas importantes de estas proteinas estan el
tamano, el contenido de aminoacidos y de azucares. En el Cuadro 2 se muestra
el porcentaje de cada uno de estas proteinas en diferentes leguminosas
incluyendo a Lupinus, y en el Cuadro 3 la composicion proximal de semillas de
diferentes especies de Lupinus.

2.4.2. Factores antinutricionales

Siendo las leguminosas las segundas en orden de importancia después de los
cereales debido a su consumo, la presencia de diversos factores antinutricionales
limitan su valor biolégico y aceptacién como alimento (Fraile et al., 2007; Aguilera
et al.,, 2009); estos compuestos se localizan principalmente en hojas, vainas y
semillas. Los factores antinutricionales (FANS) pueden clasificarse en dos grupos:
labiles y estables al calor. Los labiles consisten en inhibidores de proteasas,
lectinas, goitrogenos (compuestos que interfieren con la funcién tiroidal y en casos
extremos puede causar el crecimiento de la tiroides, lo que se denomina cuello
bocio) y antivitaminas. Este grupo de compuestos no poseen importancia
nutricional en leguminosas adecuadamente procesadas. Los FANS estables al
calor incluyen: saponinas, estrégenos, cianogenos, fitatos, alcaloides y
oligosacaridos. En el Cuadro 4 se muestran los contenidos de algunos de eéstos
FANs en diferentes leguminosas. Las saponinas de Lupinus tienen poco efecto
sobre el organismo, mientras que los estrogenos naturales son eliminados por
extraccion con hexano y agua-etanol. El bajo nivel de compuestos cianogénicos
en los productos de proteina de soya o Lupinus no tiene importancia nutricional o
metabdlica. Los alcaloides quinolizidinicos (AQ) son compuestos naturales del
género Lupinus, basados en un anillo biciclico de quinolizidina, que es la
estructura mas simple y representativa de este grupo, localizados principalmente
en la testa; algunos AQ son: la lupanina (alcaloide tetraciclico, encontrado en
mayor grado), esparteina, multiflorina y amodendrina. Los alcaloides son
responsables del sabor amargo y baja palatabilidad en semillas de Lupinus; su
concentracion depende de la especie, suelo, region y temporada de recolecta
(Erdemoglu et al., 2007; Zamora-Natera et al., 2008).
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Cuadro 1. Datos generales de las especies de lupino localizadas en la regién de los valles del Serdan y Libres de

Puebla.
Caracteristica L. montanus L. campestris L. exaltatus Lupinus sp. Lupinus sp.
Perennes a Anual, bienal Anual, bienal Perenne, a Perenne
Ciclo de vida anuales o 0 perenne 0 perenne veces anual o bienal
bianuales
Altitud (msnm) 2500-4100 2700-3100 2600-3700 2800-4200 3080
Tamafio (cm) 100-200 15-60 100-200 15-60 40-100

Tallos

Huecos, anchos de
4a5mm

Médula sdélida, densa 'y
finamente canescentes
(con pelos de color
(blanco-grisaceo), erecto,
ramificado en la parte
superior.

Huecos. Ramificados,
finos y densamente
hispidulos®. Grosor de
lasramas de 3a 3.5
mm de diametro, con
vellosidades finas.

Huecos de 2 a 6 mm de
diametro, con
entrenudos cortos. Las
hojas se superponen
formando follaje denso
hasta la inflorescencia.

Médula sdlida,
ramificados en la
parte superior,
ramas pocos
desarrolladas, con
pubescencia
hispidula extendida
a subaplicada.
Planta con aspecto
de vara.

Peciolos (cm)

6-20

4 a 8 de largo,
esparcidamente
canescentes.

2.5-5

2-7

Mas cortos que los
foliolos, 1.4a2.4
cmde largo

Estipulas (mm)

3-10 cm (unidas en
la base),
envolventes, apice
agudo

5a 12 mm de largo,
moradas

8-12 subulado-
setaceas, de 8 a 10
mm de largo unidas de
2 a3 mmen la base.

6-30 mm de largo

1.2-2.3 cm de largo




foliolos (nUmero) | 10-16 6 a 8, elipticos a eliptico- | 5-8. verde intenso haz, | 7 a 9 foliolos, linear- 11-15, linear-
blanceolados palido en envés eliptico a eliptica,
oblanceolados, glabros, | acumidados, con
grabados o pubescencia
esparcidamente pilosos | estrigosa aplicada
en el haz, en el envés,
esparcidamente pilosos | subglabros en el
0 estrigosos en el haz
enves.
Largo (cm) 5.5-14 Mas grandes 4.5-8 45-8.5 5.7-9.1
Ancho (mm) 0.6-3.0 9-15 1.0-2.7 0.8-1.3
Pedicelos (mm) 3 mm de largo en la 3-7 10 a 12 mmde
floracion, de 5 mm de largo. Ascendente,
largo en fruto hispidulos
Inflorescencia Racimo de 8-30 cm | Racimos densos, las Racimos de 10 a 15 Racimos densos, de 6 a | Racimos

de largo, verticilado | yemas jovenes formando | cm de largo, 20 cm de largo, flores subverticilados,
o esparcido un cono compacto densamente esparcidas dispuestas distantes 10 a 25
verticilados en espiral mm
Flores verticiladas, Esparcidas, dispuestas

moradas, flores
mas grandes que
otras especies

en espiral,
subverticilladas o
verticiladas

Frutos (Vainas)

4-5 cm de largo,
ancho 9-10 mm

4-5 cm de largo, ancho 8-
9 mm

4-4.5 cm de largo,
ancho 8-9 mm

2-3 cm de largo, ancho
5-7 mm

6-8 cm de largo,
ancho 1.5-1.7 mm

Semillas/vaina

6-8. Color de las
semillas maduras
moteadas a negra

7-9, densamente
canescentes

6-9

3-6

6-8

(Dunn, 1979; Lagunes-Espinoza et al., 2008).Hispidulos: ligeramente hispido. Hispido: érgano cubierto de pelos muy tiesos y muy dsperos al tacto, casi

punzantes
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Figura 3. a. Lupinus montanus H.B.K. Foto. Luz del C. Lagunes Espinza. b
Lupinus campestris Cham. & Schtdl. Foto: Maricela Pablo Pérez. ¢ Lupinus
exaltatus Zucc. Foto: Maricela Pablo Pérez. d Lupinus sp Foto: Maricela Pablo

Pérez. e Lupinus hintonii C.P. Smith. Foto: Luz del C. Lagunes Espinoza.

14



30000

26856

25000 |

20000 |

15000 |

Toneladas

10000 r

4293 3980

1

Australia Polonia Alemania Chile

5000 G

Figura 4. Produccion de Lupinus spp., en el afio 2010. Elaboracion personal con

datos de Lampart-Szczapa (2001).

Cuadro 2. Distribucion porcentual de fracciones proteicas en varias leguminosas.

Leguminosa Fraccion proteica

Albdaminas Globulinas
Chicharo (Pisum sativum) 21.3 56.7
Haba (Vicia faba) 20.0 60.0
Lupino blanco (Lupinus albus) 12.8 79.2
Soya (Glycine max) 10.0 90.0

Los valores son el porcentaje del total de proteina (Lampart-Szczapa, 2001)

Ademas tienen diversos efectos biolégicos como efectos neurolégicos y
teratogenicidad. Se metabolizan en el higado, donde interviene el citocromo P-
450. Los efectos metabdlicos del alcaloide son primariamente la inhibicion neural,
produciendo agudos signos de toxicidad como convulsiones y pardlisis

respiratoria. Se supone que el gusto desagradable es mediado parcialmente a
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través de efectos neurologicos (Cheeke y Kelly, 1989). Debido a la solubilidad en
agua de estos compuestos y a su localizacion en la semilla, es posible su
eliminacion a través del descascarillado o durante el tratamiento hidrotérmico-
alcalino de las semillas (Jiménez-Martinez et al., 2003), no causando efectos

téxicos acumulativos en animales y humanos.

Cuadro 3. Composicion proximal de distintos ingredientes de origen vegetal (% en

base seca).

Especie Producto I\S/I:ézria (P:rrztje;na Lipidos Cenizas Carbohidratos
L. angustifolius Semilla 89.2 36.5 4.8 3.2 554

L. luteus Semilla 93.7 49.6 55 3.8 41.0
Lupino blanco Semilla 92.2 45.5 13.7 3.5 40.5
Soya Semilla 90.9 42.1 19.3 54 28.2
Soya Pasta 89.0 50.3 1.2 8.8 39.7
Canola Harina 88.9 43.2 3.0 7.4 46.4

Fuente: Glencross et al. (2003); Dixon y Hosking (1992).

Otros compuestos antinutricionales importantes del género son los oligosacaridos
pertenecientes a la familia de la rafinosa, también llamados a- galactésidos,
contienen de una a tres unidades de galactosa unidas a la sacarosa por el enlace
a -1,6, el cual no es hidrolizado en el tracto gastrointestinal, debido a la ausencia
de la enzima a -galactosidasa.

Estos azUcares son fermentados por la microflora del colon y causan algunas
molestias como la produccién de gases (H2, CO2 y pequefias cantidades de
CHa4), dolores abdominales y diarrea. Sin embargo, en estudios recientes se ha
demostrado que el consumo de estos compuestos reduce el riesgo de padecer

cancer de colon (Aguilera et al., 2009).
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Los a-galactésidos son estables al calor y no son removidos por procesos
térmicos. Aguilera et al. (2009) reportaron que a través del lavado, coccion y
deshidratacion se reducen los niveles de oligosacaridos. Para la eliminacion de
estos factores se han utilizado tratamientos acuosos, extraccion en alcohol,
cocido, germinacion, fermentacién y tratamientos enzimaticos. Por sus bajos
contenidos destacan los géneros Lupinus (50 g/Kg MS) (Glencross et al., 2003)
y Phaseolus asi como las especies Vigna unguiculata, Pisum sativum, Lens

culinaris, Glycine max y Arachis hypogaea L. (Saini, 1989).

Cuadro 4. Principales factores antinutricionales de lupino comparado con otras

materias primas proteicas vegetales.

Factores antinutricionales Lupino Soya Canola Chicharo
Alcaloides, mg Kg* MS 200 10 n.d n.d
Glucosinolatos, mol Kg™* MS n.d n.d 9000 n.d
Lecitina (diluciones) n.d n.d n.d 4
Oligosacéridos, g Kg* MS 50 60 30 35
Fitasas, g Kg* MS 5 15 40 5
Inhibidores Proteasicos, g Kg™* MS 0.2 3.1 n.d 2.9
Saponinas, g Kg™* MS 537 5000 n.d n.d
Taninos Totales g Kg™* MS 741 n.d 1.8 3.7

n. d: no disponible. Fuente: Glencross et al. (2002).

Las fitasas son sales del &cido fitico derivado de un acido fosférico proveniente de
mio-inositol, con la habilidad de formar quelatos con iones de minerales esenciales
tales como Ca, Mg y ciertos elementos traza. Forman complejos solubles
resistentes a la accién del tracto intestinal, disminuyendo la disponibilidad de esos
elementos minerales en no-rumiantes (D'Mello, 1995). Liener (1989) al referirse a
los fitatos, reporta su presencia en semillas de leguminosas en un rango del 1 al

5% del peso seco. Ante la presencia de Ca, reducen la biodisponibilidad del Zn,
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debido a la conformacion de complejos Zn-Ca-fitato. Aungque su mayor efecto es la
disminuciéon de la biodisponibilidad de minerales, los fitatos también interactian
con residuos béasicos de proteinas, participando en la inhibicibn de enzimas
digestivas como la pepsina, pancreatina y a-amilasa; posiblemente por la
guelacién de iones Ca de tales enzimas (esenciales para la actividad de tripsina y
a-amilasa) o por una interaccion con los sustratos de las mismas (Liener, 1989).
Los inhibidores de las proteasas son proteinas con actividad especifica
antitripsinica y antiquimotripsinica (Griffiths, 1984). Aunque existe una gran
variabilidad entre los distintos cultivares, el efecto general de estos inhibidores de
las proteasas es el de reducir la digestibilidad de las proteinas e incrementar las
secreciones digestivas del pancreas. Estos efectos se producen mediante la
formacion de un complejo estable (enzima-inhibidor) que transita a lo largo del
tracto digestivo sin ser atacado, aumentando las pérdidas de material endégeno y
causando la hipertrofia del pancreas (Leterme y Beckers, 1989).

Entre las diferentes semillas de leguminosas de grano utilizadas en alimentacion
animal, los inhibidores de las proteasas se encuentran principalmente en los
frijoles y los chicharos y una proporcién baja en los altramuces (0.2 g Kg* MS)
(Glencross et al., 2003).

Las saponinas contienen a-glicona triterpénica, se ha reportado su existencia en
aproximadamente 100 familias vegetales, de las cuales relativamente pocas son
utiizadas como alimento o ingrediente alimenticio (Price et al.,, 1987).
Generalmente se caracterizan por su gusto amargo, la formacion de espuma en
soluciones acuosas, su habilidad para hemolizar glébulos rojos y su capacidad
para ligarse al colesterol; no todas estas caracteristicas son compartidas por
todos los tipos de saponinas (Birk y Peri, 1980, Price y Fenwick, 1987). Se reporta
gue afectan el comportamiento y metabolismo del animal a través de hemdlisis de
eritrocitos, reduccion de colesterol sanguineo y hepatico, depresion de la tasa de
crecimiento, inhibicion de la actividad del musculo liso, inhibicion enzimatica y

reduccion en la absorcion de nutrientes (Cheeke, 1971). El abundante lavado en
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agua es un procedimiento que permite disminuir su efecto, aunque con éste se
pierden elementos nutritivos (Kumar y D’Mello, 1995).

Las consecuencias de un consumo prologado de saponinas es aun desconocido.
Recientemente, se ha demostrado que estos compuestos pueden causar dafo a
las células de las mucosas intestinal por alteracion de la permeabilidad de la
membrana celular, interfiriendo con el transporte activo y por ende con la
absorcion de nutrientes (Gee et al.,, 1989), efecto que es dependiente de la
estructura particular de cada molécula de saponina. Pueden también causar fallos
respiratorios y coma si acceden al torrente sanguineo; e inhibicion de enzimas
metabolicas y digestivas como proteasas, amilasas o lipasas (Cheeke, 1976; Birk
y Peri, 1980; Price et al., 1987; Thomson, 1993).

Los fenoles o polifenoles son metabolitos secundarios y constituyen un amplio
grupo de sustancias quimicas, con diferentes estructuras, propiedades quimicas y
actividad bioldgica. Se encuentran presentes en todas las plantas, y por lo tanto
mucho de ellos en las dietas animales, pero su concentracion varia segun el tipo
de alimento (Bravo, 1998; Ucero et al., 2007). Quimicamente pueden ser definidos
como sustancias que poseen un anillo aromatico, al cual se le une uno o mas
grupos de hidroxilo, incluyendo sus derivados funcionales. Los principales
polifenoles en las leguminosas y cereales, son los flavonoides y los taninos. Su
principal caracteristica, importante para la salud, es que la mayoria demuestran
una gran actividad antioxidante in vitro. Hay mas de 800 estructuras polifendlicas,
y estan varian desde moléculas simples (los acidos fendlicos con un atomo de
carbono) a compuestos muy polimerizados (taninos) (Ucero et al.,, 2007). Los
compuestos fenolicos en plantas son biosintetizados en diferentes rutas, y por ello,
constituyen un grupo heterogéneo desde un punto de vista metabdlico. Existen
dos rutas béasicas implicadas: la via del acido siquimico es la responsable de la
biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos en plantas. La via del acido
malonico, aunque es una fuente importante de fenoles en bacterias y hongos, es
poco empleada en las plantas superiores (Taiz y Zeiger, 2006). Estos compuestos

son esenciales para el crecimiento de las plantas, confiriendo resistencia contra
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predadores e insectos patdgenos (Butler, 1992). Contribuyen en la pigmentacion
de las plantas comestibles, funcionan como antibiéticos, pesticidas naturales,
substancias sefalizadores para establecer simbiosis con el rizobium, agentes
protectores contra la luz ultravioleta, y como material estructural para brindar
estabilidad a las plantas (Butler, 1992).

La presencia de taninos en leguminosas es un mecanismo de defensa contra
patégenos y herbivoros, pudiendo afectar negativamente el consumo de alimento,
la digestibilidad y la eficiencia en la produccion animal; esto dependera del tipo de
tanino ingerido, asi como la tolerancia de los animales (Nufiez-Hernandez et al.,
1991; Romero y Bakker, 2000). Sin embargo, Kamalak et al. (2004) indicaron que
bajos niveles taninos condensados totales (1.42 %) y de taninos condensados
solubles (0.83 %) en arbustivas no afectan directamente el consumo animal.
Lépez et al. (2004) mencionan que concentraciones mayores de 60 g kg’ de
taninos condensados libres afectan el metabolismo de los microorganismos del
rumen y provocan intoxicaciéon en bovinos; pero la capacidad de adaptacion con
concentraciones especificas de taninos condensados libres, en determinado
periodo de consumo, propicia mejor utilizacién de la proteina por el animal (Li et
al., 2003).

Cabe destacar que la aplicacion de procesos como la coccion, germinacion,
fermentacion y remojo de las semillas, reduce los factores antinutricionales e

incrementan el potencial de leguminosas como alimento humano y nutritivo.

2.4.2.1. Tratamientos fisicos o biolégicos para la reduccién de

compuestos antinutricionales

Los métodos tradicionales de procesamiento de semillas de leguminosas, son
altamente eficientes en la reduccién de factores antinutricionales y mejoran la
calidad organoléptica, por ejemplo: el lavado es parte integral de varios
tratamientos (coccién, enlatado, germinaciéon y fermentacion). Consiste en la
hidratacion de las semillas, usualmente hasta alcanzar su peso maximo, el

resultado depende del género, especie, variedad, duraciébn del proceso,
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temperatura, pH, salinidad del medio de lavado y de la condiciones de
almacenamiento antes del proceso. En esta etapa se reducen los niveles de
azlcares, a-galactésidos, minerales, acido fitico e inhibidores enzimaticos
(Prodanov et al., 2004).

La coccion es probablemente el tratamiento mas antiguo para hacer comestibles
las leguminosas. En general, la coccion produce la desnaturalizacion de las
proteinas y su difusién en la fase liquida, inactivan los factores antinutricionales
sensibles al calor, disminuyen el acido fitico y los contenidos de a-galactésidos
(Prodanov et al.,, 2004; Khattab et al.,, 2009). Mejora la composicion de
aminodcidos y la digestibilidad de las proteinas (Khattab et al., 2009).

El descascarillado de leguminosas incrementa las caracteristicas y aceptabilidad
del producto final, reduce los compuestos antinutricionales y los tiempos de
coccion (Taranathan y Mahadevamma, 2003; Sreerama et al., 2009).

A través del procesamiento de leguminosas se obtienen productos como: harina,
sémola, salvado, concentrado y aislado (De Luna-Jiménez, 2007). Estos
procesos determinan la adaptabilidad de las leguminosas en diversas
aplicaciones alimenticias, asi como las caracteristicas funcionales y nutricionales
del producto final (Prodanov et al., 2004; Khattab y Nyachoti., 2009; Taranathan y
Mahadevamma, 2003).

La germinacion es un tratamiento sencillo y econémico que permite eliminar o
inactivar ciertos factores antinutricionales y aumentar la digestibilidad de la
proteina y almidones en leguminosas (Muzquiz et al., 2006; Sangronis et al., 2006)
incrementando sus propiedades como alimento funcional (Martin-Cabrejas et al.,
2007; Aguilera et al., 2011). Durante la germinacion se producen diferentes
cambios en la distribucién de metabolitos secundarios, se movilizan proteinas
almacenadas en los cuerpos proteicos de los cotiledones y se producen
modificaciones en la composicion de aminoacidos solubles (Zyla et al., 2004;
Urbano y Davila., 2005). El tiempo y las condiciones de germinacioén, como la luz y
la temperatura, son factores determinantes en el desarrollo del olor, color de las

semillas germinadas y en el contenido de humedad (Blazquez, 1999; Diaz et al.,
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2004). A su vez, la humedad determina cambios fisicos y quimicos, como la
composicion de los carbohidratos solubles, cantidad de fitatos, de alcaloides y
niveles de vitamina C. Estos cambios modifican el valor nutritivo y, por
consiguiente, el caracter funcional de las leguminosas (Vidal-Valverde et al., 1998;
Khatoon y Prakash, 2006; Benitez et al., 2011).

El mejoramiento genético de plantas como método bioldgico es una alternativa
para reducir el contenido de alcaloides en las especies con alto contenido.
Actualmente existen varios métodos y técnicas de mejoramiento genético de los
cultivos (seleccidn, polinizacion cruzada, cultivo in vitro, pedigri, mutagénesis, 0
seleccion asistida por marcadores moleculares) en las especies con
autofecundacion, en las variedades de polinizacion cruzada y en plantas de
propagacion asexual. Con la implementacion de éstos, se busca mejorar la
produccion y calidad de los cultivos y sus productos. Algunos de ellos se han
utilizado para el mejoramiento de las especies de Lupinus silvestre de la regién del
mediterraneo para mitigar las limitantes que presenta el cultivo. Las especies del
género Lupinus presentan una forma de reproduccion de polinizacion alégama
(polinizaciéon cruzada) 6 autdégama, dependiendo de la especie. Los primeros
cultivares de Lupinus en Alemania fueron reproducido identificando plantas
mutantes con bajo contenido de alcaloides. Mutantes naturales fueron utilizados
después para mejorar algunas caracteristicas implicadas en el rendimiento de
grano. Para los Lupinus, el método de mutagénesis artificial es prometedor,

porque ayudaria considerablemente a incrementar la variacion.

2.5. Componentes que determinan el valor nutritivo para

alimentaciéon animal

Las principales fuentes de alimentacion de los animales son los forrajes verdes,
forrajes conservados y semillas. El valor nutritivo de un alimento es la capacidad
gue tiene para cubrir las necesidades alimenticias de los animales. Es funcion de
Su concentracion en principios nutritivos, particularmente en energia y proteina

(Gaggiotti, 2000).
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Los constituyentes de los alimentos son el agua y la materia seca. La materia seca
incluye compuestos organicos (carbohidratos, compuestos nitrogenados, lipidos y
vitaminas) e inorganicos (minerales) y fibra compuesta por celulosa, hemicelulosa
y lignina.

El valor nutritivo de los alimentos estd determinado por la concentracion de
nutrientes, la digestibilidad de esos nutrientes y la naturaleza de los productos
finales de la digestién. En términos de calidad se establece que para optimizar la
produccion de los rumiantes a partir de forrajes, es necesario mejorar la
digestibilidad y el consumo, maximizar la eficiencia del crecimiento microbial y
ajustar los nutrientes lo mas estrechamente posible a las cantidades y balances
requeridos para la funcion productiva (Gaggiotti, 2000).

La disponibilidad de los nutrientes de un alimento est4d determinada por su
composicién quimica (concentracion de nutrientes disponibles y no disponibles y
estructuras organicas e inhibidores a los que estan ligados, que pueden limitar su
biodisponibilidad). Las fuentes nitrogenadas o proteinas pueden tener varios
origenes, uno de ellos es el proveniente de los alimentos, los cuales podriamos
dividirlos en dos grupos (Gaggiotti, 2000): a) proteina verdadera, son aquellos
compuestos nitrogenados que son mayoritariamente de origen aminoacidico, y
estos pueden ser de origen vegetal (pasta de soya, canola, semilla de girasol,
semilla de algodon, heno de alfalfa, pasto) o animal (harina de pescado, harina de
ave), y b) nitrégeno no proteico o amoniacal (la urea, el sulfato de amonio, etc.),
gue en estricto sentido no son proteinas sino que potencialmente se pueden
transformar en ellas (proteina microbiana) por los microorganismos que viven en la
panza. Aunque la proporcién de proteina que es degradada a amoniaco (proteina
degradable en el rumen, PDR) es variable, se puede asumir que en la mayoria de
los forrajes (alfalfa, praderas, ensilados y rastrojos), un 80 % de su proteina es
degradada en el rumen, lo que supone que para cubrir las necesidades de

amoniaco para el crecimiento microbiano el aporte minimo de proteina es
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aproximadamente un 9 % de proteina cruda (PC) con 2 Mcal Energia
Metabolizable (EM)/kg de materia seca (MS).

La concentracion energética de un alimento depende de muchos factores
antinutricionales que se presentan en los materiales vegetales tales como:
celulosa, hemicelulosa, lignina y taninos, entre otros y que pueden estimarse en
laboratorio, bajo la siguiente nomenclatura: Fibra detergente neutro: FDN, es una
medida del total de fibra contenida en el forraje. Esta compuesta por la celulosa,
hemicelulosa y lignina. Forrajes con altos contenidos de fibra llenan més rapido el
rumen, afectando la capacidad de consumo y necesitando mayor cantidad de
racion como suplemento. Fibra detergente acido: FDA, es un indicador del
contenido de celulosa, lignina y pectina de la fraccion de fibra de los
forrajes. Lignina: Es un componente de la fibra que no tiene valor energético para
el animal, incluso restringe la digestibilidad de otros componentes de la fibra. El
contenido de lignina en los ensilados de maiz es bajo, oscilando entre el 2 y el
4%. Un bajo contenido de lignina es deseable.

La digestibilidad es uno de los factores mas importantes para evaluar la calidad
nutritiva de las raciones que consumen los animales domeésticos, porque indica el
grado en que los nutrientes de los ingredientes van a ser aprovechados
directamente por el animal. Una buena digestibilidad de la dieta resultara en una
mayor productividad por parte del animal. Existen diferentes maneras de
determinar la digestibilidad de los nutrientes, tales como las pruebas de
digestibilidad in vivo (método de coleccion total o parcial de heces), digestibilidad
in situ y digestibilidad in vitro.

Digestibilidad in vitro de la materia seca: es una medida aparente de la
digestibilidad de la materia seca. Se determina en laboratorio, y permite estimar
de manera bastante precisa la digestibilidad real. Digestibilidad de la pared celular
o digestibilidad in vitro de la FDN: Es una medida de la digestibilidad ruminal de la
FDN. Digestibilidad in situ de la materia seca: es otra medida aparente de la
digestibilidad de la materia seca. Se determina colocando la muestra de forraje

dentro de una bolsa especial que se introduce dentro del rumen de una vaca u
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oveja. Digestibilidad in vivo: Es una manera de determinar la digestibilidad de la
materia seca utilizando animales. La digestibilidad es determinada por la diferencia
entre el total de materia seca consumida menos la cantidad de materia excretada
en forma de heces, incluyendo algun tipo de marcador. Estos marcadores se
adicionan en la dieta y se recogen en las heces (Thonney et al., 1985).

Conforme aumenta la calidad del forraje, la cantidad necesaria para cubrir los
requerimientos nutritivos se reduce (Figura 4). Aunque los requerimientos
nutricionales son una guia util, los animales no paran de comer hasta llenar los
requerimientos para cierto nivel de desarrollo. En general, conforme aumenta la

calidad, el consumo también se incrementa.
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Figura 5. Relacion entre la digestibilidad del forraje, la cantidad de forraje que los
rumiantes pueden comer y la cantidad de forraje necesaria para llenar los

requerimientos con base en el porcentaje de su peso vivo (PV).
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Niveles de proteina cruda del forraje menores del 6-8% generalmente reducen el
consumo. Esta reduccion parece estar asociada al decremento de la actividad
microbiana del rumen, lo que reduce la digestibilidad y aumenta el tiempo que el
forraje permanece en el rumen. Con dietas bajas en proteina, la suplementacién
proteica aumenta el consumo hasta el punto en que la cantidad de suplemento
empieza a sustituir el consumo de forraje (Figura 5)
http://fmvz.uat.edu.mx/Ganaderia%5CMANEJO%20DE%20PASTIZALES%5C158
62284-E100S.pdf.

Cuando se suplementan alimentos altos en energia (especialmente altos en
almidon), en cantidades arriba del 0.25 - 0.50 del peso vivo y el forraje es bajo en

proteina, normalmente se reduce el consumo (Figura 5).
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Figura 6. Efecto de la cantidad de suplemento de energia o proteina en el consumo de forrajes de baja calidad.

Conforme se adiciona proteina a la dieta, el consumo de forraje aumenta hasta
alcanzar un nivel estable, para luego declinar. Al agregar suplemento energético,
el consumo de forraje no cambia por un periodo corto de tiempo y luego empieza

a reducirse.
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Suplementos altos en energia se degradan rapidamente, liberando grandes
cantidades de acidos grasos volatiles, los cuales bajan el pH del rumen. Los
microorganismos del rumen encargados de la digestion de la fibra trabajan
adecuadamente con un pH entre 6.7 y 7.1. Cuando el pH baja, la fermentacion de

fibra se reduce, lo que provoca una disminucién en el consumo.

2.5.1. Los lupinos como ingredientes proteicos en alimentacion animal

El grano de lupino actualmente se procesa para la remocion de alcaloides,
estabilizar lipidos y producir aislados proteicos para su incorporacion en alimentos
procesados.

Las especies de lupino usadas en alimentacion humana y animal son aun
predominantemente Lupinus albus, L. angustifolius y L. luteus, pero se ha
incrementado la informacion nutricional de L. mutabilis, la mayor especie anual de
Sudamérica que presenta semillas grandes.

Los trabajos publicados confirman que una vez que los alcaloides se remueven de
la semillas, la proteina de la mayoria de las especies de lupino es altamente
digestible y cuando se suplementa con metionina, la calidad de su proteina es
similar a la de la soya.

El aceite de L. albus y L. mutabilis presenta también una alta calidad nutricional
(Hill, 2006). El grano de los lupinos australianos bajos en alcaloides es
ampliamente aceptado como suplemento para rumiantes ya que ellos presentan
alta energia disponible (fraccién de carbohidratos), proteina y tienen ventajas en
manejo, almacenaje y alimentacion. También son usados para la alimentacion de
ovinos, cerdos y en la nutricion de aves principalmente el grano descascarillado
(Cuadro 5), por su calidad y bajo contenido de compuestos antinutricionales
(Petterson, 2000).
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Cuadro 5. Uso histérico del lupino dulce (L. angustifolius) producido en el Oeste
austrialiano.

Mercado Porcion de lupino  Parametro importante Componente de

lupino
Rumiantes 60% Energia Semilla completa
Cerdos 25% Energia y proteina Semilla sin testa
Aves 10% Energia y proteina Semilla sin testa
Peces 5% Proteina Semiilla sin testa
Humanos Pequefas Proteina y fibra dietética  Semilla sin testa

cantidades

Fuente: Sipsa (2008).

Los granos de lupino sin testa son usados para alimentacion de monogastricos
(cerdos y aves) y recientemente en acuacultura (Smith, 2005; Glencross et al.,
2006; Zhang et al., 2012).

2.6. Conclusiones

El lupino, como otras leguminosas de grano presenta un alto contenido proteico,
por lo que ha sido consumido en paises europeos y de la region andina desde
tiempos antiguos. Los principales compuestos antinutricionales que presenta son
los alcaloides quinolizidinicos. ElI mejoramiento genético ha permitido la obtencion
de variedades “dulces” en la regiéon del mediterraneo (L. albus, L. luteus), en
Australia (L. angustifolius) y en la region andina (L. mutabilis), donde son usada en
alimentacion animal y humana.

En México, las especies silvestres de lupino son abundantes y muy pocas han
sido estudiadas para conocer su potencial nutricional. No han sido domesticadas.
Crecen en ambientes donde otras leguminosas de grano no podrian adaptarse,
como suelos acidos y de baja fertilidad. Actualmente el consumo de proteina per
capita se ha incrementado. Esta proviene principalmente de proteina animal. Para
la produccién de la misma se requiere proteina vegetal cuya fuente principal actual
es la soya. La alta demanda de ésta encarece los suplementos para el ganado.

Por lo que cada vez es mas necesario la busqueda de otras fuentes de proteina
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vegetal que puedan ser utilizadas en dietas animales o como concentrados
proteicos en la industria alimenticia.

El estudio de las especies de lupino en México permitird ampliar el conocimiento
sobre las caracteristicas y composicion de estas especies silvestres y valorar su
incorporacion como una nueva opcién de alimentacién humana y animal, ademas
con el conocimiento de esta leguminosa y dada la diversidad de especies
presentes a mediano y largo plazo se podria establecer un programa de

mejoramiento geneético.
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CAPITULO Il

COMPOSICION QUIMICA DE LA PLANTA COMPLETA'Y
SEMILLAS EN CINCO ESPECIES DE LUPINUS

3.1. INTRODUCCION

En zonas tropicales, uno de los principales factores limitantes en la alimentacion
animal es el bajo contenido de proteina presente en las gramineas, principal
componente de las praderas; las leguminosas herbaceas pueden jugar un papel
importante como complemento proteico al utilizarse en asociaciéon con las
gramineas o como concentrado en las dietas animales.

A nivel mundial, una de las leguminosas herbaceas de mayor potencial como
fuente de proteina vegetal es el lupino (Lupinus sp.), también conocido como
altramuz ¢ tarwi (White et al., 2007; Glencross, 2001 y 2004). Es una planta
herbacea anual, lefiosa con flores multicolores y vainas (Duranti et al., 2008),
crece en suelos &cidos, es tolerante al frio y se adapta a condiciones marginales
por lo que se desarrolla en diversos ambientes (Gladstone, 1998).

Las semillas de lupino poseen un alto contenido de proteinas (30-49%), las
variedades mejoradas son usadas en la alimentacion humana como aditivo de
productos lacteos (Jiménez-Martinez et al., 2003a) y como ingrediente para
panificacion y reposteria (Sipsa, 2008; Kohajdova et al., 2011), en formulaciones
alimentarias para la salud (Hodgson y Ping, 2008), como complemento o
sustitucion en dietas para bovinos (Bayourthe et al,. 1998; Vicenti et al., 2009),
ovinos (Pearse et al., 1994), cerdos (Mariscal-Landin et al., 2002), aves (Palander
et al.,, 2006) y otros monogastricos (Volek y Marounet, 2009), asi como en la
alimentacion de peces (Refstie et al., 2006; Smith et al., 2007).

En México, las especies silvestres de este género se distribuyen en la mayor parte
del territorio nacional, con una alta concentracion en la sierra Madre Occidental y
el Eje Neovolcanico Transversal (Ruiz-Lopez et al., 2000). A diferencia de la
variedades mejoradas de Ilupino que contienen contenidos de alcaloides

quinolizidinicos inferiores a 0.02% (Huyghe, 1997), las especies silvestres de
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Lupinus presentan contenidos superiores a 1.5% (Keeler, 1989), lo que les
confieren un sabor amargo (Ruiz y Sotelo, 2001) y limita su uso en alimentacion
animal.

Diversos estudios indican que la calidad de la proteina de L. campestris, especie
mexicana recolectada en el estado de Morelos, es adecuada para su utilizacion en
la alimentacién humana (Jiménez-Martinez et al., 2003b); Rodriguez-Ambriz et al.,
2005), y las caracteristicas nutricionales que presenta L. exaltatus, obtenidas en el
Nevado de Colima, para la alimentacion animal (Ruiz-Lopez et al., 2006).

Dada la importancia nutricional del género y la gran diversidad de especies
presentes en nuestro pais, es necesario ampliar el conocimiento sobre las
caracteristicas nutritivas de estas especies que crecen en diversas regiones del
pais para conocer su potencial alimentario. Por ejemplo, en la region de los Valles
de Libres y Serdan en el estado de Puebla, crecen al menos siete especies de
Lupinus, la mayoria con potencial de domesticarse para su cultivo extensivo en la
zona, o bien en sistemas agrosilvicolas en virtud de su posible uso como abono
verde asociado a especies arbdreas comerciales. Por ello el objetivo del presente
estudio fue determinar la composicion quimica del follaje y las semillas de L.
montanus H.B.K, L. campestris Cham. & Schtdl, L. exaltatus Zucc, L. hintonii C.P.

Smith y Lupinus sp. presentes en esta region del centro este de Puebla.

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Sitios de recolecta

Los sitios de recolecta del material vegetal se ubicaron en los municipios de
Esperanza, Chalchicomula de Sesma y Tlachichuca del estado de Puebla (Figura
6), que se localizan entre los 18°48°30” y 19°16°30” de latitud norte y entre 97°18’
10” y 97°35°20” de longitud oeste, a una altitud de 1 800 a 3600 msnm (INEGI,
2004). Estos municipios presentan un clima templado subhimedo, con una
temperatura media de entre 12 a 18°C y precipitacion media anual que varia de
400 a 600 mm.
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3.2.2. Material vegetal

Se realizaron muestreos masales de material vegetativo (hojas mas tallo) de las
especies L. montanus, L. campestris, L. exaltatus, L. hintonii, y una especie de
lupino no identificada aun (Lupinus sp.), durante el periodo de floracion que
comprendio los meses de mayo y junio de 2011. EI material reproductivo (vainas
maduras) se obtuvo al final del periodo de fructificacion en los meses de julio y
agosto del 2011.

3.2.3. Procesamiento de muestras

Las plantas recolectadas de cada especie fueron separadas y colocadas en bolsas
de papel por componentes: semillas, vainas, hojas y tallos. Cada componente se
deshidrato a 60°C por 72 h en una estufa de conveccion mecanica marca ShelLab
modelo CE3F de acuerdo a la metodologia descrita por la AOAC (1990).
Posteriormente se molieron en un molino de cuchillas marca Willey modelo 4
equipado con una criba con orificios de 1 mm de didmetro. Las harinas obtenidas

se guardaron en frascos de plasticos para posteriores analisis quimicos.
3.2.4. Anéalisis quimico proximal

Para conocer la composicion quimica proximal de las muestras se realizaron
analisis bromatoldgicos utilizando, en el caso de las semillas, como control pasta

de soya donada por la industria de alimentos balanceados Albaca.
3.2.4.1. Materia seca (MS) y humedad

Para la determinacién de la materia seca (MS) y la humedad se utilizd la
metodologia de AOAC (1990). Se tomaron al azar tres plantas completas por
especie y se separaron en sus componentes (tallo mas hojas, vainas, semillas)

considerando cada planta como una repeticion.
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Enseguida se registro el peso en fresco de cada uno de los componentes; los
cuales se colocaron en bolsas de papel y se introdujeron en la estufa de aire
forzado marca ShelLab modelo CE3F a 60°C por 72 h. Al término, las muestras se
colocaron en un desecador para que alcanzaran la temperatura ambiente; se
registrO el peso seco cada muestra, y por diferencia de peso se obtuvo el

porcentaje de humedad y MS, de acuerdo a la férmula:

Peso de muestra hiimeda — Peso de muestra seca
% humedad = - * 100
Peso de muestra hiimeda

% materia seca = 100-% humedad

3.2.4.2. Proteina cruda (PC)

Se determiné a partir del andlisis de Nitrogeno total multiplicandolo por el factor
6.25 de acuerdo con la metodologia establecida por la AOAC (1990). El Nitrégeno
total se cuantific6 mediante el método de Micro-Kjeldahl. Se pesaron por triplicado
0.3 g de material molido de cada componente de la planta por especie, incluyendo
una muestra estdndar de concentracion conocida de Nitrégeno total como
referencia. Estas se colocaron en tubos de ensaye donde se adicionaron 3 ml de
acido sulfarico (H,SO,) y 1g de mezcla catalizadora compuesta de sulfato de
potasio (K,SO,) y sulfato de cobre (Cu,SO,). Todo se homogeniz6 en vortex.
Posteriormente se procedid a la digestion de las muestras en block digestor
Tecator hasta alcanzar una temperatura de 360°C, por 4 h de digestion para que
las muestras en ebullicion tornaran a un color azul-verde claro cristalino. Las
muestras digeridas se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se destilaron en
un equipo Labconco modelo 200830 EE.UU., agregandoles 10 ml de hidréxido de
sodio 0.102040816 N y recuperandose en matraces que contenian 6 ml de &cido
bérico al 4%. Estos fueron titulados con acido clorhidrico valorado a 0.1N
formando por cada equivalente de boro-amoniaco, un equivalente de sulfato-

amoniaco (sulfato de amonio), en donde un ml de &cido clorhidrico neutraliza
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0.014 g de nitrogeno en forma de i6n amonio. Los célculos para la determinacién
del porcentaje de Nitrogeno total Microkjeldhal son:

(GHCL — GHCL Blanco)(NHCL)(1.4)x6.25

WaNT =
’ Peso de la muestra

Dénde:

NT= Nitrégeno total

GHCL= Gasto acido clorhidrico

GHCL Blanco= Gasto acido clorhidrico Blanco

NHCL= Normalidad del acido clorhidrico

1.4= Factor de ajuste para Nitrogeno (0.014 miliequivalentes multiplicado por 100).

3.2.4.3. Grasa (extracto etéreo, EE)

El contenido de grasa se determind mediante la técnica descrita por AOAC (1990).
Se pesaron por duplicado 1.5 g de muestra de cada especie y se colocaron en un
papel filtro dentro de un dedal que se fij6 en los porta dedales del equipo de
extracciéon marca Goldfish modelo TE-044-8/50 Brasil. Se agregaron 40 ml de éter
de petréleo a los vasos del equipo (los vasos fueron previamente secados a 65°C
por 12 horas y se registro el peso de cada uno). Estos se fijaron al condensador y
se dejaron extraer durante 4 h a una temperatura constante de 125°C. Finalizado
el tiempo de extraccion, los vasos se colocaron en una estufa a 65°C durante 30
minutos para liberar residuos de éter de petréleo. Después de este tiempo se
colocaron en un desecador para que se enfriaran a temperatura ambiente y se
pesaron nuevamente. Se calculé el porcentaje de extracto etéreo en base seca

utilizando la siguiente ecuacion.

Peso de vaso con residuo — Peso de vaso vacio
%EE (base seca) = X 100
g de muestra

3.2.4.4. Componentes de la Fibra

Se pesaron por duplicado 0.4 g de cada muestra, agregandoseles soluciones
detergente neutro y detergente acido para romper las paredes celulares y
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determinar sus componentes de acuerdo a la metodologia propuesta por van
Soest et al. (1991).

3.2.4.4.1. Fibra Detergente Neutro (FDN)

Las muestras se colocaron en bolsas de nylon (4 cm de ancho x 8 cm de largo) en el
equipo para determinar fiboras marca TECNAL modelo TEC-149. En el equipo, a las
muestras se les agregaron 50 ml de una solucién neutra que contenia 30 g de Lauril
sulfato de sodio, 18.61 g de EDTA, 4.56 g de osfato acido disddico, 6.81 g de
Tetraborato de sodio y 10 ml de Etilen glicol, ajustada a pH 7, y se dejaron en reflujo
durante una hora. Transcurrido el tiempo de reflujo, las muestras se lavaron con
abundante agua para eliminar completamente la solucion detergente. Estas se
secaron a 65°C en una estufa de aire forzado hasta obtener peso constante,
finalmente se colocaron en un desecador y se pesaron. El rendimiento de la fibra
detergente neutro recuperado se expresd como porcentaje de constituyente de la

pared celular (CPC 6 FDN), utilizando la siguiente formula:

Peso bolsa + muestra — bolsa
FDN = ® 100
Peso de muestra

3.2.4.4.2. Fibra Detergente Acido (FDA)

El residuo de la fibra detergente neutro se peso y se tomé como peso inicial. Estos
se colocaron en el equipo para determinar fibras TECNAL modelo TEC-149 a 90°C
durante una hora, agregandose la solucién acida que contenia 20 g de CBTA y
27.17 ml de acido sulfurico (H,SO,4).Transcurrido el tiempo de reflujo, las bolsas se
lavaron con abundante agua hasta eliminar la solucion acida, se secaron a 65°C
en una estufa de aire forzado hasta obtener peso constante, se colocaron en un
desecador y se pesaron. Para calcular la fibra detergente &cido se empleéd la

siguiente férmula:
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(Peso bolsa + muestra) — Peso bolsa
05 FDA = #* 100
Peso de la muestra secada en estufa

3.2.4.4.3. Lignina

El contenido de lignina se determindé mediante la Tecnologia ANKOM - FSA72. Se
pesaron por duplicado 0.5 g de muestra del residuo de la fibra detergente acido.
Previo a ello, se registr6 el peso de las bolsas de filtros ANKON, se identificaron y
secaron a 55°C por 12 horas en una estufa de aire forzado. Enseguida se colocaron
las muestras pesadas en las bolsas y se sellaron con un sellador de calor. Se
colocaron en un vaso de precipitado y se agregé una solucion de &cido sulfarico al
72% (650 ml de H,SO, y 350 ml de agua). Las muestras se mantuvieron en
inmersion en la solucion de acido por tres horas, con agitacion suave cada 30
minutos.

Transcurrido el tiempo, las bolsas se lavaron con abundante agua eliminando la
solucion de acido. Enseguida se realizaron dos lavados, de cinco minutos cada
uno, con agua a 100°C. Se secaron a 65 °C en una estufa de aire forzado por 12 h
hasta obtener peso constante. Este dato se registrO como peso seco de estufa.
Estas muestras seca fueron colocadas en crisoles (previamente identificados,
secados a 65°C y pesados), para ser calcinadas en la mufla a 550°C por tres
horas. Al término se colocaron en un desecador, se dejaron enfriar hasta
temperatura ambiente y se pesaron. Por diferencia de peso se calculo lo

siguiente:

Peso de muestra inicial - Peso de muestra final
% Lignina = — * 100
Peso de muestra inicial

3.2.4.5. Minerales (cenizas)

Se determiné la materia inorganica, o cenizas segun AOAC (1990). Se registraron
los pesos de los crisoles y de las muestras previamente secados a 65°C por una

hora en una estufa de aire forzado. A los crisoles se les agregé 1 g de muestra y
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se sometieron a una temperatura de 550°C por 5 h en una mufla TSW modelo “J”.
Después de este tiempo se colocaron en un desecador enfriandose hasta
temperatura ambiente y se pesaron. Para determinar la cantidad de cenizas

presentes en la muestra se utilizo la férmula:

% Cenizas= (Peso crisol + muestra) - (Peso crisol + cenizas) x 100

100 - % Cenizas= % MO

3.2.4.6. Determinacién de factores antinutricionales
3.2.4.6.1. Alcaloides totales
Desengrasado

Las muestras secadas en estufa de aire forzado a 60°C durante 12 h, se
desengrasaron siguiendo la metodologia propuesta por Muzquiz et al. (1993). Se
pesaron por duplicado 0.5 gramos de cada muestra y depositaron en tubos de
nalgene de 50 ml previamente secados en estufa a 37°C. Se adicionaron 10 ml de
éter de petroleo y se homogenizaron en vortex por 1 min. Se incubaron en bafo
maria a 40°C por 30 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacion, las muestras
se centrifugaron a 4500xg 6 6651rpm a 25°C por 5 minutos en una centrifuga
marca Sigma modelo 3-16k. Se decanto la fase liquida o el sobrenadante en un
matraz erlenmeyer de 50 ml (previamente secado a 70°C por 2 horas y pesado en
vacio). Este paso se repite tres veces. El residuo final de las muestras se coloco
en una campana de extraccion por 24 h hasta evaporacion completa del éter de
petréleo.

Extraccion y cuantificacién

Las muestras desengrasadas se colocaron en la estufa de aire forzado a 37°C por
24 h. Posteriormente, se colocaron en tubos de nalgene previamente pesados y se
afnadieron 5 ml de acido tricloroacético 0.3M, y se homogenizaron en vortex por 1
minuto. Se centrifugaron a 4500xg 6 6651rpm a 25°C por 15 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo se decant6 la fase liquida o sobrenadante en embudos de

separacion de 250 ml (esta operacion se repitio dos veces mas). El decantado se
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alcalinizé con 1 ml de hidroxido de sodio 10M agitando suavemente y se dejo
reposar por 1 minuto. Al decantado ya alcalinizado se le agregaron 5 ml de
diclorometano, se agitdé vigorosamente y se dejo reposar por 5 minutos. La fase
transparente (fase inferior) o fase del diclorometano se decanté en tubos de vidrio
de 20 ml (previamente lavados, secados y pesados) con tapa roscada (repitiendo
esta operacion tres veces mas). Una vez obtenido los 20 ml del decantado, éstos
se dejaron evaporar a temperatura ambiente (0 en bafio maria a 40°C) hasta su
completa evaporacion. Posteriormente los tubos con el residuo, se colocaron en
una estufa de aire forzado para su secado completo por 2 h a 40°C. Al final se
registro el peso de tubos mas muestra y se calculé el porcentaje de alcaloides

totales por diferencia de pesos.

(P2 — P1)

04 de alcaloides totales = T ¥ 100

Donde:

P1: peso de tubo de vidrio vacio sin tapa

P2: peso de tubo de vidrio mas residuo sin tapa
P3: peso residuo desengrasado y secado

3.2.4.6.2. Polifenoles totales

Desengrasado

Las muestras secadas en estufa de aire forzado a 60°C durante una hora, se
desengrasaron previamente siguiendo la metodologia descrita de Muzquiz et al.
(1993) (ver 3.2.11.1))

Extraccion

Las muestras desengrasadas se colocaron en la estufa de aire forzado a 37°C por
dos h. Se pesaron 0.5 g de muestra por triplicado. Cada muestra se coloco en
tubos de nalgene previamente pesados y se le afiadid 5 ml de metanol al 80%. La
mezcla se homogenizé en vortex por 1 minuto y se incubd en bafio maria a 50°C
por 30 minutos. Enseguida, se centrifugd a 5000xg a 25°C por 10 minutos. Una

vez transcurrido el tiempo, se decanto la fase liquida o sobrenadante en tubos de
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ensaye de 20 ml (la operacion se repitid6 dos veces mas). El decantado (15 ml
aproximadamente) se dejo evaporar a 40°C en bafio maria hasta un volumen de
2.5 ml (Gallegos-Infante et al., 2010). El concentrado se conservo en refrigeracion

a 4°C y al abrigo de la luz hasta su cuantificacién.

Cuantificacién

Se tomaron 0.5 ml del extracto de polifenoles en tubos de vidrio de 20 ml con tapa
roscada. Se afadieron 6 ml de agua destilada y 100 ul de reactivo de Folin-
Ciocalteau (marca Sigma). La mezcla se homogeniz6 en vértex por 1 min.
Inmediatamente se le agregaron 2 ml de carbonato de sodio (Na,CO3) al 15%
recién preparado, y se homogenizé suavemente. Se le adicionaron 1.4 ml con
agua destilada para un volumen final de 10 ml. La mezcla final se agitd
vigorosamente y después se dejé reposar por una hora al abrigo de la luz y
temperatura ambiente. La absorbancia se leyé a 760 nm en un espectrofotometro
UV-Visible marca Thermo electron corporation modelo Génesis 10UV (Jiménez-
Martinez et al., 2003). La curva de calibracion se realizé con un estandar de acido
galico (pesar 2.5 mg de acido galico y diluir en 25 ml de agua destilada para una
concentracion de 0.1mg/ml) y siguiendo el mismo procedimiento de cuantificacion
gue para las muestras. Para determinar la concentracion de compuestos fenélicos
totales se interpola el resultado de la absorbancia en la curva de calibracion

(considerar multiplicar por el factor de dilucion), a partir de la ecuacion:
Y=a(x) + b

Donde: X (ﬁen muesh‘a) =y— E

3.2.4.6.3. Taninos condensados

Para la extraccién de taninos condensados se procedié a aplicar la técnica de
Terrill et al. (1992) modificada por Lopez et al. (2004). Las muestras se secaron en
estufa de aire forzado a 60°C durante 12 h. Posteriormente 250 mg de harina de
cada componente vegetal se pesaron por triplicado. Cada uno se coloco en un

tubo para centrifuga de 50 ml con tapa. Se le afiadieron 10 ml de una solucién de
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acido ascérbico al 0.1% en acetona-agua (70:30 v/v). Los tubos se agitaron en un
agitador vortex y se centrifugaron a 9,000 x g (9406 rpm) por 15 minutos. Se
decantd el sobrenadante. Este paso se repitio tres veces. Los sobrenadantes de
las tres extracciones se combinaron en un embudo de separacion de 125 ml, se
afadieron 15 ml de éter dietilico, se agitaron vigorosamente y se dejaron en
reposo 5 minutos para que las dos fases se separaran y posteriormente decantar
la parte inferior. La solucion obtenida de la decantacion, fue evaporada en bafio
maria a menos de 40°C por 3 h para eliminar los residuos solventes. La fase
acuosa se diluyé a 25 ml con agua destilada y se almacend en frascos color
ambar en el refrigerador a 4°C para la cuantificacion de taninos condensados
libres, taninos condensados adheridos a la proteina y a la fibra.

Para la cuantificacion de taninos condensados libres (TCL), se coloc6 por
duplicado, en tubos de ensaye previamente secados e identificados, 1 ml del
extracto y 6 ml de solucién recién preparada de butanol-HCI (95:5). La mezcla se
homogeniz6 en vértex por 1 minuto y se incub6 en bafio maria a 95°C por 75
minutos. Transcurrido el tiempo de incubacion, se enfriaron los tubos en bafio de
agua helada y se registro la absorbancia a 550 nm en un espectrofotémetro UV-
visible marca Thermo electron corporation modelo Génesis 10UV.

La extraccion de los taninos condensados unidos a proteinas (TCP) se realizo
como sigue: a los residuos soélidos de la extraccion se le agregaron 15 ml de una
solucion DSS (de 10 gI* dodecil sulfato sédico, hidrocloruro de 50 gl de 2-
mercaptoetanol y Tris 10 mM, ajustado a pH 8,0 con HCI). Cada tubo se coloc6 en
un bafio de agua a temperatura de ebullicién (95°C) durante 45 minutos. Los tubos
se enfrian entonces y se centrifuga a 18,000xg durante 15 minutos, y el
sobrenadante se transfiere a otro tubo para centrifuga de 50 ml. El procedimiento
se repiti6 una vez mas. Los sobrenadantes combinados se diluyeron hasta un
volumen de 50 ml con DSS para la determinacion de TCP. Para la cuantificacion
se procedié como para taninos condensados libres, pero utilizando un blanco con
DSS.Los taninos unidos a fibra (TCF) se extrajeron directamente de los residuos
de extraccion TCP como a continuacion: se pesaron 50 mg del residuo de la
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extraccion del TCP y se colocaron en tubos pyrex de 20 ml. Se afiadié 1 ml de
cada muestra extracto a 6 ml de una solucion recién preparada de 1-butanol-HCI
(95:5). Se colocé el tubo en un bafio de agua hirviendo durante 75 min con el fin
de romper los pigmentos que forman antocianidinas. La absorbancia se ley6 en un
espectrofotometro UV-Vis a 550 nm. Se usé Butanol-HCI (95:5) como blanco. Para
la cuantificacion de TCL, TCP y TCF se utilizO como estandar una solucion de
catechin de 1 mg/ml para preparar soluciones de 21.4, 42.8, 64.2, 85.7 y 107.4 mg
de catechin equivalente/ml. La ecuacion utilizada fue Y=0.0014x - 0.0069,
(r*=0.9645). El total de taninos condensados (TTC) se calcula sumando los valores
obtenidos para la TCL, TCP y TCF, expresada en mg kg™ del TTC.

3.2.5. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron bajo un disefio completamente al azar con tres
repeticiones y cinco tratamientos (cinco especies de Lupinus) para los
componentes: tallo mas hoja y vainas, con el paquete estadistico (SAS, 2001). En
el caso del componente semilla, el ANOVA se realiz6 con cinco tratamientos
(cuatro especies de Lupinus mas pasta de soya). Para conocer las diferencias
estadisticas entre especies en cada componente, se empleod la pruebas de medias
de Tukey (p<0.5%) (Steel y Torrie, 1988).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1. Composicién quimica

En general el contenido de PC, EE, ELN y ALC de las cinco especies de Lupinus
es mayor en las semillas que en hojas mas tallo y en vainas (Cuadro 6). El mayor

contenido mineral se encontrd en las hojas mas tallo y de FDN y FDA en vainas.
3.3.1.1. Humedad y Materia seca (MS)

El contenido de humedad en las muestras varié entre componentes. En hojas mas
tallo de 68.7% (Lupinus sp.) a 82.6% (L. exaltatus); en vainas de 74.9% (Lupinus

sp.) a 86.8% (L. exaltatus); en semillas de 72.8% (L. exaltatus) a 80.5% (L.
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hintonii). Por consiguiente los contenidos de materia seca fluctuaron de 31.3 a
17.4% en hojas mas tallo; 13.2% a 25.1% y en semillas de 19.5% a 27.2%.

Cuadro 6. Composicion quimica del follaje y de la semilla de cinco especies de
Lupinus cosechadas a floracion.

Componente % Lm Le Lc Lh Lsp Psoy S.E.D Significancia

Hoja +tallo H 81.6 826 810 821 687 1.13 wox
PC 226 253 255 222 19.1 0.30 ok
EE 0.4 1.7 01 02 1.4 0.04 ok
CEN 9.4 9.4 10.6 5.9 9.2 0.23 ok
FDN 44.1 432 382 429 434 0.35 ok
FDA 30.1 276 217 263 265 0.31 ok
ELN 234 341 253 286 26.7 0.62 ok
LIG 139 129 125 130 136 0.43 NS
ALC 1.2 2.1 1.4 33 0.14 wox
PF* 656 630 556 813 34.8 *
Vainas H 796 86.8 849 86.3 749 2.77 NS
PC 146 183 228 109 186 0.21 ok
EE 0.4 0.1 06 01 0.4 0.19 i
CEN 55 6.5 54 4.8 5.1 0.14 o
FDN 63.9 570 544 684 537 0.58 ok
FDA 393 346 340 47.1 303 0.45 ok
ELN 153 17.8 16.7 156 209 0.73 *
LIG 118 9.1 121 9.2 11.1 0.74 ok
ALC 24 2.6 26 538 0.19 ok
PE* 467 362 444 590 27.5 *
Semillas H 785 72.8 858 90.5 79.7 3.40 NS
PC 435 385 405 325 50.2 2.39 *
EE 7.1 6.5 75 7.0 0.02 0.65 ok
CEN 4.3 5.2 44 6.3 10.3 0.42 ox
FDN 216 247 16.7 18.4 11.4  0.47 ok
FDA 438 4.4 50 7.9 3.9 0.39 ok
ELN 283 229 393 244 27.8 3.00 *
ALC 24 2.6 26 53 0.52 *
PF* 328 221 314 554 37.6 *

H=humedad; PC=Proteina cruda; EE= Grasa; CEN=Minerales; FDN= Fibra detergente
neutro; FDA= Fibra detergente &cido; ELN= Extracto libre de nitr6geno; LIG= Lignina;
ALC= Alcaloides totales; PF= Polifenoles totales, *mg 100g. Lm Lupinus montanus, Le
Lupinus exaltatus, Lc Lupinus campestris, Lh Lupinus hintonii, Lsp Lupinus sp. Psoy Pasta
de soya. S.E.D.= desviacion estdndar; NS=no significativo; *p<0.05;
**p<0.001;***p<0.0001
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3.3.1.2. Proteina cruda (PC)

En las semillas, el contenido de proteina cruda vario de 32.5% a 43.5% entre las

especies de Lupinus. La pasta de soya (Glycine max L. Merrill) present6 50.2%
(Figura 8).
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Figura 8. Contenido de proteina cruda (%) en semillas de diferentes especies de
Lupinus y en pasta de soya (Glycine max).

La especie L. montanus fue la que present6 el mayor contenido de PC en semillas
(43.5%) con diferencia significativa (P<0.05), con respecto a las otras tres
especies, y similar al de la pasta de soya. La especie L. hintonii (32.5%) el menor
y estadisticamente igual al de L. exaltatus (38.5%) y L. campestris (40.5%).

Estos valores son superiores a los rangos determinados en otras leguminosas de
grano utilizadas en alimentacion humana y animal como garbanzo (Cicer arietinum
L.) (18.4-29.0%), lenteja (Lens culinaris M.) (20.6-28.6%), chicharo (Pisum
sativum L.) (19.3-34.7%) vy frijol (Phaseolus vulgaris L.) (16.8-26.4%) (Roy et al.,
2010; Boye et al., 2010; De Almeida et al., 2006), pero es semejante al de la

semilla de soya (Glycine max, 40.5%) (Cubero y Moreno, 1983; Favier et al.,
1995).
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Otros estudios realizados en varias localidades de México con especies de
Lupinus, confirman los altos contenidos de proteina que presentan las especies
silvestres mexicanas, aunque se observan variaciones en tales contenidos
dependiendo del afio o del sitio de recolecta. Gaviola y Gaviola (2008) sefialan
gue éstas pueden deberse al efecto de factores del medio ambiente como zonas
de cultivo, fertilidad de suelo, temperatura que inciden sobre el crecimiento y
desarrollo de las plantas y alteran la calidad de los productos. Lagunes-Espinoza
et al. (2012) muestra contenidos similares para L. montanus y L. hintonii pero mas
altos para L. campestris (33.9 a 48.1%) y mas bajos que el rango observado en L.
exaltatus (31.7-40.4%) recolectados en 2007 en el mismo sitio del estado de
Puebla. Contenidos similares se reportan para L. exaltatus (38.4%), L. reflexus
(38.8%) y L. mexicanus (36.7%) cosechados en Jalisco (Ruiz y Sotelo, 2001); para
L. exaltatus en Colima (Ruiz-Lépez et al.,, 2006); pero mas bajos que los
reportados para L. campestris (44%) en el estado de Morelos (Jimenez-Martinez et
al., 2001, 2009).

La amplitud de variacion entre especies de lupino fue mayor (32.5-43.5%) que al
indicado por Khattab y Nyachoti (2009) (30-40%); e inferior (37.9-48.2%) al de
Sujak et al., 2006; Martinez-Villaluenga et al., 2006). Con respecto a las
especies domesticadas, las especies mexicanas estudiadas presentaron
contenidos similares a L. angustifolius L. (36.5%), especie ampliamente cultivada
en Australia (Glencross et al., 2003) y a L. mutabilis L. (38.8-44.8%), especie
andina (Mujica y Jacobsen, 2006; Ortega-David et al., 2010; Ledn-Marrou et al.,
2011).

El contenido de PC de las hojas mas tallos durante la etapa de floracién de las
especies de Lupinus varié de 19.1 a 25.5% (Figura 9). Las especies con el mayor
contenido fueron L. campestris (25.5%) y L. exaltatus (25.3%), resultando Lupinus
sp., con el menor contenido (19.1%).

Existen escasos estudios acerca de la composicion quimica del follaje de especies

de Lupinus. Los resultados, en particular de L. exaltatus, son similares a los
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contenidos de proteina mostrados por Ruiz-Lopez et al. (2006) en la misma
especie (23.5%), presente en el Nevado de Colima, México.

El contenido en hojas mas tallos de Lupinus es superior al de leguminosas
forrajeras como la harina de alfalfa (16-20.5%), trébol (12.5-19%) (Flores, 1991),
cacahuatillo, Arachis pintoi L. (14.2%) (Delgado et al., 2007), y de la de arbustos
forrajeros como morera, Morus alba (11.3%) (Benavides et al., 2001), tulipan,
Hibiscus rosa sinensis L. (18%) y similar a la del cocoite, Gliricidia sepium (23%)
(Hernandez et al., 2005).
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Figura 9. Contenido de proteina cruda (%) de hojas mas tallos de cinco especies
de Lupinus en etapa de floracion.

Es notorio observar que el contenido de PC de las hojas y tallos se encuentra
dentro de los rangos determinados en semillas de leguminosas de grano utilizados
en alimentacion como el garbanzo, lenteja, chicharo vy frijol (Roy et al., 2010; Boye
et al.,, 2010; de Almeida et al., 2006). Ademés si se considera que las plantas
analizadas estaban en la etapa de floracion, es decir eran plantas maduras, el
contenido de PC presente es importante debido a la relacién inversa entre la edad
de la planta y el contenido de proteina (Veronesi et al., 2010).
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Las vainas de Lupinus exhiben niveles de PC que varia entre 10.90% y 22.83%
(Figura 10), con L. campestris mostrando el mayor contenido (22.83%) y L. hintonii
el menor (10.90%). El contenido de PC en vainas de L. exaltatus de este estudio
es mayor al hallado en la misma especie por Ruiz et al. (2006) (8.5%). Estas
diferencias pueden deberse al estado de maduracion de las vainas y el tiempo de
secado en la planta. No obstante hay que destacar que los contenidos de PC para
este componente de la planta son altos sobre todo en L. campestris, lo cual abre la
posibilidad de emplearlo para la alimentacion de los animales. Estudios de los
contenidos proteicos durante las fases de maduracion permitirian conocer si las
diferencias se deben a la fase fenolégica o0 a que en el pericarpio quedan
suficientes sustancias de reserva que no fueron utilizadas para el crecimiento y
desarrollo de los 6vulos.
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Figura 10. Contenido de proteina cruda (%) de vainas maduras de cinco especies
de Lupinus.

En resumen de las cinco especies del estudio, L. montanus, L. campestris y L.
exaltatus presentaron contenidos altos de PC tanto en hojas mas tallo, vainas y en

las semillas; L. hintonii el menor.
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3.3.1.3. Grasa (Extracto etéreo, EE)

El contenido de extracto etéreo (lipidos) es un componente importante en las
semillas de las leguminosas, en el caso de las especies de Lupinus estudiadas, la
concentracion de éste varidé de 6.6 a 7.5% y en la pasta de soya fue de 0.021%
(Figura 11).

Pasta de soya
L. montanus
L. hintonii

L. exaltatus

L. campestris

Grasa, %

Figura 11. Contenido de grasa (EE, %) de semillas de cinco especies de Lupinus.

Los contenidos de lipidos de estas especies son inferiores al de las semillas
oleaginosas como las de soya (19%) (De Luna, 2007), pero superiores al de
semillas de otras leguminosas de grano consideradas como proteaginosas y que se
usan en alimentacion humana y animal como garbanzo (6.7%), lenteja (2.2%),
chicharo (2.3%) y frijol (2.2%) (De Almeida et al., 2006).

Respecto a otras poblaciones de Lupinus silvestres de México, los contenidos de
lipidos son similares al de L. exaltatus (7.1-8.59%), L. reflexus Rose, Contr. (7.90%),
L. splendes Rose (8.89%), L. madrensis Seem (6.80%), L. simulans Rose, Contr.
(6.79%), L. elegans L. (5.79%), L. rotumdiflorus M.E. Jones, Contr. (5.50%) (Ruiz y
Sotelo, 2001; Ruiz-Lépez et al., 2006). Estas especies silvestres mexicanas
presentan contenidos inferiores a Lupinus domesticadas como L. albus (7.12-
11.50%) (Boschin et al., 2008) y L. mutabilis L., en la region de los Andes de
Colombia (13.91%) (Ortega-David et al., 2010) y en el Peru (21.86%) (Ledn-Marou

et al., 2011). Son similares a los de L. angustifolius (6.8%) y L. luteus (5.5%) (Sujak
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etal., 2006).

El contenido de lipidos de hojas y tallos disminuyd notablemente con relacion a lo
observado en las semillas (Fiugura 12), variando entre 0.15 (L. campestris) y
1.78% (L. exaltatus).

Lupinus sp.

L. montanus

L. hintonii

L. exaltatus

L. campestris

Figura 12. Contenido de grasa (EE, %) de hojas mas tallos de cinco especies de

Lupinus.

Como ya se menciond anteriormente, los estudios publicados sobre la
composicién nutricional de los componentes de las especies de Lupinus solo se
han dirigidos hacia las semillas, por lo que para las partes vegetativas (hojas mas
tallos y vainas) existen escasos estudios. L. exaltatus del Nevado de Colima
muestra 1.4% (Ruiz-Lopez et al., 2006). En otras leguminosas forrajeras como
alfalfa (2.5%), Arachis pintoi (2.6%) (Nieves et al., 2004), Lablab purpureus
(4.02%), Centrosema pubescens (4.98%) (Nworgu y Ajayi, 2005) los contenidos
de lipidos son superiores. Los arbustos forrajeros como Leucaena leucocephala
también presentan contenidos superiores (4.6-6%) (Llamas et al., 2001; Nieves et
al., 2004), pero los de las hojas de morera (Morus alba L.) (1.6%, Benavides,
2001) son similares a los especies de Lupinus. Estos valores estan influidos por

las variaciones en la edad de las plantas al momento del andlisis.
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En las vainas el contenido de lipidos varié 0.46 a 1.43% (Figura 13). Lupinus sp.
presento el mayor contenido (1.43%). Un contenido similar de lipidos en vainas
presenta L. exaltatus del Nevado de Colima (1.00%) (Ruiz-Lopez et al., 2006).

Lupinussp.

L.montanus

L. hintonii

L. exaltat

L. campestris

-0.5 0] 0.5 1 1.5 2

Figura 13. Contenido de grasa (EE, %) en vainas maduras de Lupinus spp.

3.3.1.4. Fibra en detergente neutro (FDN)

La fibra detergente neutro (FDN) o pared celular, es la medida del total de fibra
contenida en los materiales vegetales, esta compuesta por la celulosa,
hemicelulosa, lignina y silice. En el caso de las semillas de Lupinus el contenido
vario entre 16.72 (L. campestris) a 24.75% (L. montanus); en la pasta de soya fue
11.46% (Figura 14).

Las semillas de las especies de Lupinus exhiben niveles de fibra que se
encuentran en el intervalo de otras leguminosas como chicharo, frijol y lenteja
(13.6-28.9%) (Rehinan et al., 2004; Sridhar y Seena, 2006; De Almeida et al.,
2006).

59



Con respecto al contenido de FDN en las hojas mas tallos, este vario de 38.25 a
43.42% (Figura 15). La especie L. campestris fue la que presentd
significativamente el mayor contenido (38.25%).

Las especies de Lupinus presentan un contenido de FDN similar a las
leguminosas forrajeras como alfalfa Medicago sativa L. (39.9%) (McSweeney et
al., 2005), soya Glycine max (46%), dolico Dolichos lablab L. (47.2%), mucuna
Mucuna pratens L. (46.3), siratro Macroptilium atropurpureum (45.9%), vy
cacahuatillo forrajero Arachis pintoi Krap & Gres (43.3%). Valores superiores a
Centrosema pubescens Benth (57.6%) (Delgado et al., 2007), y dentro del rango
de leguminosas arbdreas como el cocoite Gliricidia sepium (27-50%) (Brewbaker,
1987), guacimo Guazuma ulmifolia Lam. Seeds (50-55%) (Pineda, 1988), y similar
a las leguminosas arbustivas como el tulipdn Hibiscus rosa sinensis L. (36.49%)
(Hernandez et al., 2005).
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Figura 14. Contenido de FDN (%) de semillas de Lupinus spp.

Por lo general, las hojas de las plantas y los tallos suculentos son los materiales
utilizados para la alimentacion de los animales como forraje fresco. Las especies
de Lupinus como se mencion0 anteriormente presentaron contenidos similares a

los materiales cominmente utilizados en la alimentacion animal, por lo que
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podrian ser usadas como forraje para rumiantes, ya que estos animales son
capaces de aprovechar los materiales con un contenido elevado de celulosa y
hemicelulosa (van Soest, 1973).
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Figura 15. Contenido de FDN (%) de hojas mas tallos de Lupinus spp.

En las vainas de las especies de Lupinus, el contenido de FDN fue de 53.7 a
59.9% (Figura 16). Las especies con menor contenido fueron Lupinus sp. (53.7%)
y L. campestris (54.4%) y L. hintonii el mayor (68.48%).

Dado los escasos estudios acerca de la composicion quimica en las vainas de
leguminosas y principalmente en vainas del género Lupinus, para este
componente solo se puede hacer la comparaciéon con el contenido de FDN de
vainas de L. exaltatus (52.4%) (Ruiz-Lépez et al., 2006). Este autor menciona que
el alto contenido de FDN en las vainas puede deberse a la presencia de
vellosidades lignificadas, caracteristicas de este género, lo cual es mas notorio en

las especies silvestres.
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Figura 16. Contenido de FDN (%) de vainas maduras de Lupinus spp.

3.3.1.5. Fibra detergente acido (FDA)

La fibra detergente acido (FDA) nos indica el contenido de celulosa, lignina y silice
en la fraccion de fibra. Las semillas de las especies de lupino presentaron un
rango de 4.42 a 7.93%; la pasta de soya de 3.93% (Figura 17). La especie L.
hintonii presentd el mayor contenido de FDA (7.93%) con diferencia significativa
(p<0.05), con respecto a las demas especies, las que tuvieron un contenido similar

a la pasta de soya.

En hojas mas tallos, el contenido de FDA en las de las especies Lupinus
estudiadas varié significativamente entre ellas. El rango fue de 21.8 a 30.1%
(Figura 18). El menor contenido de FDA la presentd la especie L. campestris
(21.8%) significativativamente diferente (p<0.05%) a las otras especies; la especie
L. montanus (30.1%). L. hintonii (26.4%), Lupinus sp. (26.6%) y L. exaltatus
(27.7%) contenidos intermedios significativamente diferentes entre ellas.
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Figura 17. Contenido de FDA (%) de semillas de Lupinus spp.
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Figura 18. Contenido de FDA (%) de hojas mas tallos de Lupinus spp.

Los valores encontrados en las especies silvestres de Lupinus son mayores a los
contenidos de FDA de leguminosas forrajeras como: alfalfa (16.8%) y leucaena
(17.8%) (McSweeney et al., 2005), y menores al contenido de leguminosas
herbaceas como: soya (36.8%), dolico (36.9%), mucuna (29.2%), siratro (36.2%) y
cacahuatillo forrajero (37.8%), centrosema (36.9%) (Delgado et al., 2007), y dentro

del rango de leguminosas arbdreas como el cocoite (13-30%) (Brewbaker, 1987),
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guacimo (4-43%) (Pineda, 1988), y similar a las leguminosas arbustivas como el
tulipan (17.4%) (Hernandez, 2005).

En general, las especies de lupino presentaron valores intermedios de FDA en
comparacion con los materiales utilizados como bancos de proteina en la
alimentacion de rumiantes. Los altos contenido de fibras en los alimentos para
animales es una limitante al ocasionar el llenado mas rapido del rumen, afectando
la capacidad de consumo.

En las vainas de las especies de Lupinus el contenido de FDA varié de 30.4 a
47.1% (Figura 19). Lupinus sp. fue la que presentd el menor contenido con
respecto a las especies: L. campestris (34.0%), L. exaltatus (34.7%), L. montanus
(39.3%) y L. hintonii (47.1%).
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Figura 19. Contenido de FDA (%) de vainas maduras de Lupinus spp.

No existen reportes sobre vainas que nos permitan realizar comparaciones.
Comparando los contenidos de FDA entre las partes de la planta por especie
estudiada, se tiene que L. campestris presenté los menores valores de FDA en las
semillas, hojas mas tallos y vainas lo cual en términos generales se puede
considerar como un factor favorable especialmente para la alimentacion de

rumiantes.
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3.3.1.6. Cenizas

La amplitud para contenido de cenizas en las semillas de las especies de Lupinus
estudiadas fue de 4.38 a 6.35%; la de la pasta de soya fue significativamente méas
alto (10.31%) (Figura 20). Lupinus hintonii fue la que presenté significativamente el
mayor contenido (6.35%) respecto a L. montanus y L. campestris. Los contenidos
observados fueron superiores al indicado en semillas de lenteja (3.0%), garbanzo
(3.4%) y soya (5.3%) (Han y Baik, 2008).

Es importante resaltar el alto contenido de cenizas de L. hintonii, con relacion a las
demas especies evaluadas, que presentan contenido similar a lo reportado
previamente en otras especies silvestres de lupinos mexicanas, esto nos indica

gue L. hintonii es sustancialmente rica en minerales.
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Figura 20. Contenido de Cenizas (%) en semillas de cinco especies de Lupinus.

Las otras especies presentaron contenido de cenizas dentro del rango de los
valores observados en Lupinus silvestres y en especies domesticadas: L. exaltatus
(3.59-3.8%), L. elegans (4.20%), L. rotundiflors (4.01%), L. simulans (3.59%), y L.
mandrensis (3.51%), L. reflexus (3.61%), L. splendes (3.3%) (Ruiz y Sotelo, 2001,
Ruiz-Lopez et al., 2006), L. luteus (4.6 g/100 MS), L. angustifolius (3.7 g/100 MS)
(Sujak et al., 2006), L. mutabilis (4.28-5.52 g/100 g MS) (Ortega-David et al., 2010;
Ledn-Marou et al., 2011). Martinez-Villaluenga et al. (2006) atribuye la variabilidad
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del contenido de cenizas que se observa entre las especies silvestres y mejoradas
al tipo de suelo donde la planta se desarrolla.

El contenido de cenizas en las hojas y tallos varié de 5.93 a 10.62% (Figura 21).
L. campestris fue la que presento significativamente el mayor contenido (10.62%)
y L. hintonii el menor (5.93%). Estos valores estan dentro del rango encontrado en
hojas de L. exaltatus (7.8%) en el Nevado de Colima (Ruiz-Lopez et al., 2006).
Generalmente, los niveles de cenizas que se observaron en las especies del
género Lupinus son similares a los del follaje de cocoite (6%) (Vega, 1987) y guaje
(Leucaena leucocephala) en hojas (10.4%) y en tallos (4.1%) (Llamas et al., 2001).
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Figura 21. Contenido de Cenizas (%) en hojas mas tallos de cinco especies de
Lupinus.

Las vainas de las especies de Lupinus contienen de 4.8% a 6.53% de cenizas
(Figura 22). L. exaltatus resulté significativamente con el mayor contenido (6.53%)
respecto a las demas especies: L. hintonii (4.80%), L. campestris (5.41%) vy L.
montanus (5.54%). Estos contenidos de cenizas en las especies estudiadas son
superiores a los indicados por Ruiz-Lopez et al. (2006) en vainas de L. exaltatus
(2.0%) del Nevado de Colima. En general el contenido de cenizas en las especies
estudiadas fue mayor en semillas y vainas de L. exaltatus. Sin embargo en hoja

mas tallos los contenido entre especies son similares.
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Figura 22. Contenido de Cenizas (%) en vainas maduras de cinco especies de
Lupinus.

3.3.1.7. Extracto libre de nitrégeno (ELN)

El contenido de extracto libre de nitrogeno (ELN) en semillasvario de 27.05% a
39.35% en las especies de Lupinus; la pasta de soya resutd de 27.81%, (Figura
23). L. campestris fue el que tuvo significativamente mayor (39.35%) contenido
respecto a L. hintonii (29.70%), L. montanus (28.34%), y L. exaltatus (27.05%).

Estos ultimos no diferentes significativamente entre si.
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Figura 23. Contenido de ELN (%) en semillas de Lupinus spp.
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Contenido similares presentan las semillas de Lupinus exaltatus (31.1%) del
Nevado de Colima (Ruiz-L6pez et al., 2006). En las hojas mas tallos, el contenido
de ELN vario entre 20.3% y 28.6% (Figura 24). L. hintonii tuvo significativamente el
mayor contenido (28.6%), respecto a las deméas especies. L. exaltatus el menor
(20.3%). Estos fueron inferiores a los valores observados por Ruiz-Lépez et al.
(2006) en L. exaltatus (40.7%).
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Figura 24. Contenido de ELN (%) en hojas mas tallos de cinco especies de

Lupinus.

En las vainas de las especies de Lupinus el ELN varié entre 15.34% y 20.95%
(Figura 25). Lupinus sp. presento significativamente el mayor contenido (21.0%),
respecto a las otras tres especies: L. exaltatus (17.9%), L. campestris (16.7%), L.
hintonii (15.7%) y L. montanus (15.4%). Estos contenidos son inferiores a los de

las vainas de L. exaltatus (36.2%) del Nevado de Colima (Ruiz-Lépez et al., 2006).
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Figura 25. Contenido de ELN (%) en vainas maduras de cinco especies de

Lupinus.

3.3.1.8. Lignina

En este apartado solo se presentan los resultados obtenidos del contenido de
lignina en hojas mas tallo y en vainas. En el caso de semillas no fue posible su
determinacion debido a la falta de muestra.
El contenido de lignina en las hojas vy tallos vario entre 12.5 y 13.9% (Figura 26)
sin diferencia significativa (p>0.05) entre las especies evaluadas. Llamas et al.
(2001) reporta un contenido de lignina de 12.3% en hojas y 20.6% en tallos de
guaje (L. leucocephala). En leguminosas herbaceas el contenido de lignina es
también alto: soya (11.7 g/100g MS), dolico (12.1 g/100g MS), mucuna (9 g/100g
MS), siratro (9.9 g/100g MS), cacahuatillo forrajero (8.3 g/100g MS) y en C.
pubescens Benth (13.3 g/100g MS) (Delgado et al., 2007). Las vainas de Lupinus
exhiben niveles de lignina que varian entre 9.2 y 12.1 % (Figura 27). Los
contenidos mas altos en L. campestris (12.1%), L. montanus (11.9%), Lupinus sp.
(11.2%) y, los mas bajos en L. exaltatus (9.1%) y L. hintonii (9.2%).
En las hojas y tallos se presentd el mayor contenido de lignina (Figuras 26 y 27),
debido a una mayor proporcion en tallos que en hojas en la composicion de estas
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especies, principalmente en L. montanus (Cuadro 7); y los tallos de las plantas son
el soporte mecanico de los 6rganos de las plantas, presentan paredes secundarias

mas gruesas donde la lignina es un componente importante.
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Figura 26. Contenido de lignina (%) en hojas mas tallos de cinco especies de

Lupinus.

Ademas de que la conduccion de agua y minerales se realiza a través de

elementos vasculares lignificados (Boudet, 2000).

Cuadro 7. Relacion hoja: tallo de las especies de Lupinus sp. en estudio.

Especie Relacion hoja:tallo + d.e.
L. campestris 1.07 £0.39
L. exaltatus 0.98 £ 0.22
L. hintonii 0.73+0.21
L. montanus 0.37 £ 0.07
Lupinus sp. 0.82+0.21
EE 0.01424

d.e.= desviacion estandar, EE. = Error estandar
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Figura 27. Contenido de lignina (%) en vainas maduras de cinco especies de

Lupinus.

3.3.2. Factores antinutricionales
3.3.2.1. Alcaloides totales

Los factores antinutricionales encontrados en materias primas vegetales son uno
de los principales factores que limitan su altos nivel de inclusion en forrajes y
alimentos balanceados para la alimenacion (Tacon y Metian, 2002). El rango de
variacion entre especies para contenido de alcaloides fue de 2.4 a 5.3% (Figura
28). L. hintonii fue la que presento significativamente el mayor contenido (5.3%),
mientras que L. campestris (2.6%), L. exaltatus (2.6%), y L. montanus con (2.4%).
Los alcaloides son metabolitos secundarios presentes en las Fabaceae; en el
género Lupinus son de tipo quinolizidinicos (Wink, 2003) y su presencia ha sido
considerada una limitante para el aprovechamiento industrial de este género
(Villacrés et al., 2008).

En las especies de lupino silvestres de México, los alcaloides quinolizidinicos méas
abundante son la lupanina, 13 a-hidroxilupanina e hidroxiafilidina (Przybylak et al.,

2005; Bermudez-Torres et al.,, 2002; Martinez-Jiménez et al., 2001). Ademas
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Zamora-Natera et al. (2008) hace mencion de 33-hidroxilupanina como uno de los

alcaloides mayoritarios en L. mexicanus.

Alcaloides, %

L. campestris L. exaltatus L. hintonii L. montanus

Figura 28. Contenido de alcaloides totales (%) en semillas de cuatro especies de

Lupinus.

Entre las especies en estudio sobresale L. hintonii por su elevado contenido de
alcaloides totales, que se encuentra en el rango superior reportado por Kurlovich
et al. (2003) y Muzquiz et al. (1994). Este alto contenido podria ser aprovechado
para control de enfermedades causadas por hongos y bacterias (Bermudez-Torres
et al., 2002, 2009). El contenido en las demas especies estudiadas es similar al
determinado previamente en otras especies silvestres de lupino (2.1-2.7%) (Ruiz y
Sotelo, 2001; Ruiz-Lépez et al., 2006; Zamora—Natera et al., 2008; Zamora-Natera
et al., 2009; Ruiz-Lépez et al.,, 2010). Las especies domesticadas de lupino
presentan contenidos de 0.02% por lo que se les conoce como “variedades
dulces”. En L. mutabilis, el contenido observado es de 1.27 g/100g MS (Ortega-
David et al., 2010).

En el género Lupinus, estos compuestos se sintetizan en las hojas y son
transportados via floema a otros 6rganos de las planta para su almacenamiento en

tejidos epidérmicos y subepidérmicos de hojas, tallos y principalmente semillas
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(Wink y Witte, 1984). Estos cambios en la proporcion de alcaloides ocurren como
una respuesta a las condiciones del ambiente y son un mecanismo de defensa
contra los enemigos naturales.

En las hojas y tallos de Lupinus el contenido vario entre 1.12 a 3.38% (Figura 29).
El valor mas alto correspondion a L. hintonii y los mas bajos a L. campestris
(1.40%) y L. montanus (1.27%). Estos contenidos son similares a lo observado
previamente en el follaje de L. exaltatus (Ruiz-Lépez et al., 2006), y mayores a lo
reportado por Zamora-Natera et al. (2009) en hojas (0.61%) y tallos (0.31%) de
plantas en fructificacion de L. exaltatus del Estado de Jalisco.

El follaje de las especies de lupino atrae la atencion por su alto contenido de
proteina y su bajo contenido de alcaloides, sobre todo el de L. campestris y L.
montanus, el cual una vez mezclado con ingredientes para piensos de animales
podria disminuir a niveles aceptables para su utilizacion en la alimentacion

principalmente en bovinos.
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Figura 29. Contenido de alcaloides totales (%) en hojas mas tallos de Lupinus spp.
Las especies de Lupinus presentaron un contenido de alcaloides en las vainas

que vari0 entre 241 a 5.88% (Figura 30). Lupinus hintonii presenté

significativamente el mayor (5.88%), y L. montanus el menor (2.41%). Estos
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valores son mayores a lo reportado en vainas de L. exaltatus (0.78%) por Ruiz-
Lopez et al. (2006).

Alcaloides, %
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Figura 30. Contenido de alcaloides totales (%) en vainas maduras de cuatro
especies de Lupinus.

En resumen, el resultado obtenido en el analisis de alcaloides de las semillas,
hojas més tallos y vainas de las especies de lupinos estudiadas revel6 que las
especie de L. hintonii presenta los mayores contenidos en cada componente.
Ademas entre especies, los mayores contenidos de alcaloides se encontraron en
las semillas, seguidamente en vainas y de las hojas mas tallos. Williams y
Harrison (1983) mencionan que es debido a que los alcaloides almacenados en
los 6rganos que estan por alcanzar la senescencia son retransferidos a los frutos y

semillas, por ser compuestos metabdlicamente activos.

3.3.2.2. Compuestos fendlicos totales

El contenido de polifenoles totales en las semillas varié entre especies de 221 a
554 mg 100g MS, (Figura 31). L. hintonii present6 significativamente el mayor

contenido entre las especies estudiadas. En las hojas y tallos el contenido de
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polifenoles varié de 557 a 813 mg 100g MS, (Figura 32). Nuevamente L. hintonii
presento el mayor contenido entre las especies.
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Figura 31. Contenido de polifenoles totales (mg 100g MS) en semillas de cuatro

especies de Lupinus.

En las vainas el contenido de polifenoles varié de 362 a 590 mg 100g MS (Figura
33). L. hintonii presentd el mayor contenido. La determinacion de polifenoles
totales en los lupinos mostrd que L. hintonii presentd los mayores valores en la
planta completa; que los mayores contenidos se encuentran en las hojas y tallos,

seguidamente en las vainas y semillas.

3.3.2.3. Taninos condensados

Las semillas de L. exaltatus y L. campestris no presentan taninos condensados
libres (TCL); ni taninos condensados a la fibra (TCF) en L. exaltatus y L. montanus
(Cuadro 8). En las otras especies estos se encuentran en concentraciones
inferiores a 60 g kg™. Estos valores pueden diferir seguin el estandar utilizado, es
comun cuando se analizan taninos condensados, debido a la variabilidad de

formas quimicas de estos compuestos. Por ello es aconsejable utilizar como

75



estandar taninos purificados de la misma especie que se analizara (Schofield et
al., 2001).
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Figura 32. Contenido de polifenoles totales (mg 100g MS) en hojas mas tallos de
cuatro especies de Lupinus.
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Figura 33. Contenido de polifenoles totales (mg 100g MS) en vainas maduras de
Lupinus spp.

76



Cuadro 8. Concentracién de Taninos condensados (mg kg™) libre (TCL) unidos a

la proteina (TCP), a la fibra (TCF) y totales (TCT) en Lupinus spp., calculados con

la ecuacion y=0.0014x-0.0069 utilizando como estandar catequina.

Especie Componente TCL TCP TCF TCT

L. exaltatus Hoja + Tallo 99.71 £ 4.04 66 £ 12.84 667.61 +£193.23  833.32
L. montanus Hoja + Tallo 85.42+12.12 47.71+5.11 436.66 = 153.77 569.79
L. campestris  Hoja + Tallo 84 +18.18 59.71+5.34 912.85+331.60 1056.56
L. hintonii Hoja + Tallo 66.85 + 2.02 37.57£4.28 1150.95 +294.25 1255.37
L. exaltatus Semillas 0 36.14 + 8.53 0 36.14

L. montanus Semillas 12.71+17.98 39.71 +6.99 0 52.42

L. campestris Semillas 0 49.42 +7.17 56.66 £ 98.14 106.08
L. hintonii Semillas 22.71+32.12 3257 +4.94 174.76 £ 8.24 230.04
L. exaltatus Vainas 11542 +2.02 81.14+ 26.26 818.57 +152.73 1015.13
L. montanus Vainas 54+0 88.28 +24.24  593.80 + 78.67 736.08
L. campestris Vainas 52.57 + 6.06 131.14+0 905.71 £ 156.70 1089.42
L. hintonii Vainas 142.57 + 64.64 69.71+14.14 237.85%10.10 450.13

Por el contrario en hoja mas tallo y en vainas los valores son superiores pero
inferiores a 60 g kg™, concentracién arriba de la cual el metabolismo de los
microorganismos ruminales es afectado y puede provocar intoxicaciéon en el
animal (Lépez et al.,, 2004). Las especies que presentaron mayor TCL y TCP
muestran contenido de taninos mas bajos que lo hallado por Lépez et al. (2004) en
especies forrajeras como Guazuma ulmyfolia (129.7 g kg?), y al de Leucaena
leucocephala (129.5 g kg™).

L. hintonii es la especie con mayor concentraciéon de TCF en hojas mas tallo con
una concentraciéon de 1150 mg kg™, lo que incrementa el valor de taninos
condensados totales; L. exaltatus registr6 la menor concentracion de TCT en
semillas con una media total de 36.1 mg kg™. La concentracién de taninos por

componente en orden de cantidad fue: hojas mas tallo, vainas y semillas.
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3.4. CONCLUSIONES

De las especies estudiadas sobresalen por sus altos contenidos de proteina,y
lipidos, menor de fibra detergente neutro en semillas: L. montanus (43%, 7.1%,
21.6%, respectivamente) y L. campestris (40.5%, 7.0%, 16.7%, respectivamente).
L. exaltatus aun con menores contenidos de PC (38.5%) presenta valores
similares de lipidos y fibra detergente neutro. Estas tres especies presentan un
contenido alto de alcaloides totales (2.4-2.6%), pero un contenido de taninos
condensados totales inferior a 60 g Kg™.

L. campestris, L. montanus y L. exaltatus presentan contenidos de PC y FDN en el
follaje (hojas mas tallo) a floracion que podrian ser aprovechados en alimentacion
animal, previo tratamiento para reducir el nivel de alcaloides y taninos
condensados totales.

Por las caracteristicas quimicas de las vainas, L. campestris presentan los
mayores contenidos de PC, lipidos y menor FDN. Los alcaloides en contenido
similar a L. montanus y L. exaltatus, aunque el contenido de taninos condensados
totales es el méas elevado (1056 mg kg?). De las tres especies L. montanus
presenta el menor contenido de este ultimo factor antinutricional.

L. hintonii presentd los mas bajos contenidos de proteina y sobre todo un alto

contenido de alcaloides en sus semillas, hojas mas tallo y vainas.
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CAPITULO IV

DEDRADACION IN SITU DE COMPONENTES NUTRICIONALES DE
LA PLANTA ENTERA EN CINCO ESPECIES DE Lupinus

4.1. INTRODUCCION

Pastos nativos y cultivados cubren grandes extensiones de tierra en los tropicos y
este ambiente natural agrupa diversas especies de plantas forrajeras (Pereira et
al., 2005). En las regiones tropicales de América varias plantas son una fuente de
alimento abundante y econdmica para los sistemas de produccion pecuaria (Valle,
2001; Rodriguez, 2003), aunque generalmente presentan un bajo valor nutritivo
(Pérez et al., 2001), con variaciones entre lugares y épocas del afio asociadas a
condiciones edaficas y climaticas, pero también al estado fenolégico del pasto y
especie (Del pozo et al., 2002).

Entre los componentes del valor nutritivo que limitan la actividad microbiana en el
rumen, se encuentran la baja digestibilidad de la materia 6rganica, el bajo
contenido de proteina y fibras, y para maximizar la sintesis de proteina microbiana
en rumen, se requiere que las fuentes de nitrégeno y de carbohidratos estén al
mismo tiempo disponibles (Casper et al., 1999), lo que dependera de la cantidad y
del tipo de proteina de la racién, de la disponibilidad de carbohidratos, del pH y de
otros factores como péptidos, amino&cidos, vitaminas y minerales (Stern et al.,
1994). Respecto a la fraccion fibrosa de los forrajes, valores altos de
degradabilidad ruminal son indicativos de la capacidad del alimento para aportar
energia a la flora ruminal para mantener niveles adecuado de produccion en los
rumiantes (Cecconello et al., 2003).

Las leguminosas forrajeras desempefian un papel importante en la alimentacion
de los rumiantes, ya que se puede aprovechar eficientemente la proteina
disponible en su follaje y semillas y la energia que aporta su fibra (Delgado et al.,
2007). Mejoran la produccién y la calidad del pasto a través del suministro de
materia organica (MO) y nitrégeno fijado (Pahlow et al., 2000; Halling et al., 2000).

Por lo que su presencia en las praderas puede ademas ser una estrategia
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econdmica, rentable y compatible en la produccién pecuaria (lbrahim et al., 2006).
Ademaés, las leguminosas son importantes ingredientes proteicos para la
formulacién de alimentos balanceados (e.g. Adawy et al., 2001; Drakos et al.,
2007).

El género Lupinus presenta un alto potencial como complemento proteico, debido
a sus altos valores de proteina (30-40 %) (Khattab y Nyachoti, 2009), para la
sintesis proteica de los microorganismos del rumen y alto contenido de lipidos (4 a
15 %) (Boschin et al., 2008). Las altas concentraciones de fibras no son una
limitante para ser usado en la alimentacion de animales, ya que estos son capaces
de aprovechar los materiales fibrosos altos en celulosa y hemicelulosa como
fuente de energia (van Soest. 1973).

Dado que la degradabilidad de los componentes del valor nutritivo presenta
variacion que puede ser atribuida a diferencias metodolégicas como las
condiciones de alimentacion de los animales, tamafio del poro de la bolsas de
nylon, la tasa de pasaje en el rumen, entre otras (Michalet-Doreau y Ould-Bah,
1992; Huntington y Givens, 1995), pero también debida a diferencias entre
especies, variedades o ecotipos (Moss et al., 2001; Del Pozo et al., 2002), la
determinacién de la degradacion de los componentes del valor nutritivo es
necesaria sobre todo en especies silvestres. Existen, estudios de degradabilidad
en el rumen sobre los componentes del valor nutritivo de la semilla (Stanford et al.,
1996; Aufrére et al., 2001; Remond et al., 2003; Solanas et al., 2005) y son
escasos los estudios sobre el valor nutritivo del follaje (Ruiz-Lopez et al., 2006).
Dado que las fuentes proteicas encarecen los insumos para alimentacion animal,
la diversificacibn con especies silvestres ricas en proteinas ayudaria a la
economia de los productores por tener potencial de uso en alimentacion animal. El
objetivo de este capitulo fue determinar la degradacion de la materia seca, de la
materia organica, de la proteina cruda y de los componentes fibrosos en semillas y

planta entera de cinco especies de Lupinus spp.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

Plantas completas de L. montanus, L. exaltatus, L. campestris, L. hintonii y
Lupinus sp. fueron recolectadas durante el periodo de floracion en el mes de mayo
y los frutos secos al final del periodo de fructificacién en el mes de julio 2011, en la
region de los Valles de Libres y Serdan del estado de Puebla, México (Cuadro 9).
En cada especie, las plantas fueron separadas y colocadas en bolsas de papel por
componentes (semillas, vainas, hojas mas tallos). Cada componente se deshidrat6
a 60°C durante 72 h en una estufa de aire forzado marca ShelLab modelo CE3F
de acuerdo a AOAC (2000). Enseguida se molieron en un molino marca Willey
modelo 4 equipado con una criba de 1 mm de diametro. Las muestras molidas se
guardaron, previamente identificadas, en frascos de plasticos para posteriores

analisis quimicos.

Cuadro 9. Ubicacion geografica de los sitios de recolecta de cinco especies de

Lupinus en la Region de los Valles de Libres y Serdan, Puebla, México.

Especies Localidad (Municipio) Ubicacién geografica Altitud (msnm)
L. montanus Tlachichuca 19°04’42.0°LN y 97°19’17.47"LO 3442
L. exaltatus Chalchicomula de Sesma  19°00°21.8"LN y 97°22°0.144”LO 3066
L. hintonii Chalchicomula de Sesma  19°04°08.1"LN y 97°19'11.66"LO 3424
L. campestris Tlachichuca 19°03'51.2°LN y 97°23’01.12"LO 2866
Lupinus sp. Esperanza 18°52’50.6"LN y 97°23'03.35"LO 2486

4.2.1. Degradacion in situ de la Materia Seca (DIMS)

Para determinar la degradacion in situ de la materia seca (DIMS) se utilizé la
técnica de la bolsa de nylon descrita por Orskov et al. (1980). Para ello se
incubaron las muestras en dos bovinos fistulados en el rumen, con encastes
distintos de Bos taurus x Bos indicus, con un peso promedio de 550 kg (cada
bovino se tom6 como una repeticion). Diez dias antes y durante la incubacion los

animales consumieron un suplemento comercial con 16 % de proteina cruda a
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razon de 6 g/kg de peso vivo, base seco, con el objetivo de incrementar la
cantidad de microorganismo especifico de la degradacion de la proteina.
Posteriormente, en bolsas de nylon (10 x 20 cm) se incubaron en el rumen de cada
animal 5 g de muestra molida de cada especie de Lupinus alas 0, 3, 9, 12, 24 y 48
h. Primero se incubaron las bolsas que correspondian a las 48 h, posteriormente
las de 24 h, asi sucesivamente, hasta llegar al tiempo 0. En este momento todas
las bolsas fueron sacadas y lavadas en una cubeta con agua hasta que el afluente
de las bolsas se torn6 claro, y para reducir el error por efecto de lavado de bolsas.

Posteriormente se secaron en una estufa de aire forzado a 60 °C hasta obtener
peso constante y se pesaron. Por diferencia de peso, se determiné la DIMS,

mediante la siguiente férmula:

(Pi — Pf)
% DIMS = =——= X 100
1

Donde:

Pi= peso inicial de la muestra (g)

Pf= peso del residuo obtenido al final de los tiempos de incubacion (g)

4.2.3. Degradacion in situ de la materia organica (DIMO)

Para calcular la DIMO, a los residuos obtenidos al final de cada tiempo de
incubacion (0, 3, 9, 12, 24 y 48 h), se les determiné el contenido de cenizas de
acuerdo a la AOAC (2000). Posteriormente se determind el porcentaje de materia
organica (MO) por la diferencia 100 de menos el porcentaje de cenizas. El peso
inicial usado en la determinacién de la DIMS se multiplicé por el porcentaje de MO
inicial (muestras sin incubar) y se dividi6 entre 100 para obtener los gramos
iniciales de MO. EIl peso residual obtenido en la determinacién de la DIMS se
multiplicoé por el porcentaje de MO residual y se dividié entre 100 para obtener los

gramos residuales de MO. La formula utilizada fue la siguiente:
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gM0Ol — gMOR
0q DIMO = ¥ 100
gMOl

Donde:
gMOI= gramos de la MO inicial
gMOR= gramos de la MO residual

4.2.3. Degradacion in situ de la proteina cruda (PC)

Para calcular la DIPC, a los residuos obtenidos al final de cada tiempo de
incubacion (0, 3, 9, 12, 24 y 48 h), utilizadas en la determinacion de la DIMS, se
les determiné el contenido de PC de acuerdo a la AOAC (2000). El peso inicial
usado en la determinacion de la DIMS se multiplico por el porcentaje de PC inicial
(muestras sin incubar) y se dividié entre 100 para obtener los gramos iniciales de
PC. El peso residual obtenido en la determinacion de la DIMS se multiplico por el
porcentaje de PC residual y se dividi6 entre 100 para obtener los gramos

residuales de PC. La formula utilizada fue la siguiente:

gPCI — gPCR
% DIPC=———— " % 100
gPCI

Donde:
gPCl= gramos de la PC inicial
gPCR= gramos de la PC residual

4.2.4. Degradacion in situ de la fibra detergente neutro (DIFDN)

Para calcular la DIFDN, a los residuos obtenidos al final de cada tiempo de
incubacion (0, 3, 9, 12, 24 y 48 h), utilizadas en la determinacion de la DIMS, se
les aplico la metodologia de van Soest et al. (1991) para determinar el porcentaje
de FDN (residual). El peso inicial usado en la determinacién de la DIMS se
multiplico por el porcentaje de FDN inicial (muestras sin incubar) y se dividié entre

100 para obtener los gramos iniciales de FDN. El peso residual obtenido en la
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determinaciéon de la DIMS se multiplicé por el porcentaje de FDN residual y se
dividio entre 100 para obtener los gramos residuales de FDN. El céalculo se realizo

con la formula siguiente:

gFDNI — gFDNR
04 DIMO = X 100
gFDNI

Donde:
gFDNI= gramos de la FDN inicial
gFDNR= gramos de la FDN residual

4.2.5. Degradacion in situ de fibra detergente acida (DIFDA)

Para calcular la DIFDA, a los residuos obtenidos al final de cada tiempo de
incubacion (0, 3, 9, 12, 24 y 48 h), se les aplico la metodologia de van Soest et al.
(1991) para determinar el porcentaje de FDA (residual). El peso inicial usado en la
determinacién de la DIMS se multiplicé por el porcentaje de FDA inicial (muestras
sin incubar) y se dividié entre 100 para obtener los gramos iniciales de FDA. El
peso residual obtenido en la determinacion de la DIMS se multiplico por el
porcentaje de FDA residual y se dividi6 entre 100 para obtener los gramos

residuales de FDA. El célculo se realiz6 con la formula siguiente:

gFDAI — gFDAR
0% DIMO = X 100
gFDAI

Donde:
gFDAI= gramos de la FDA inicial
gFDAR= gramos de la FDA residual

4.2.6. Energia metabolizable (EM)
Para estimar la EM se aplico la formula propuesta por el ARC (1980):
EM = (DMO x 3.616)/100

DMO-= Digestibilidad de la materia organica
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4.2.7. Tasa de degradacion

En cada tiempo, la desaparicion de la MS, MO, PC, FDN y FDA de las bolsas de
nylon fue calculada de las respectivas cantidades remanentes después de la
incubacién ruminal. Las cinéticas de degradacion in situ para cada variable fueron

evaluadas por un modelo exponencial (OrsKov y McDonald, 1979):

p=a+ b[l — exp_k"ﬂt)

El modelo asume que hay una fraccion soluble “a”, una fraccién insoluble
potencialmente degradable “b”, y una constante “Kd” que representa la tasa de
degradacion de la fraccion “b” por unidad de tiempo. Para el desarrollo del modelo
se utiliz6 el programa Stella VI (Hulbert et al., 2000) y para el ajuste del modelo y
la obtencion de la soluciobn numeérica se utilizé el programa Berkeley Madona 8.01
(Macey et al., 2000).

4.2.8. Ajuste de los datos en base seca

Debido a que las muestras secas se humedecen cuando son expuestas al
ambiente (muestra parcialmente seca), se pes0 1 g de muestra por triplicado
(segun tratamientos) y se coloc6 en una estufa de aire forzado a 105 °C durante
24 h para determinar la materia seca total. Posteriormente, todos los pesos de las
muestras utilizados en los analisis bromatolégicos y de degradacion in situ fueron

ajustados a 100% base seca.
4.3. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados usando PROC MIXED de SAS (SAS Inst. INc., 2010),
para medidas repetidas. EI modelo incluyo el efecto de la especie, del tiempo de
incubacion y su interaccion como efectos fijos. El animal fue usado como un efecto

aleatorio y el tiempo de incubacion fue el factor repetido. EI modelo fue:

Yij= n + especie; + tiempo; + (especie x tiempo)y + e
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Donde Yj= Variable de respuesta, p es la media general, y ejq el error aleatorio,
tiempo; es el efecto del j-ésimo tratamiento en la variable respuesta (k= 0, 3, 9, 12,
24 y 48 h), (especie x tiempo de incubacion) es la interaccion. Las medias de los
tratamientos fueron separadas y se ajustaron a Tukey (Steel et al., 2000).

4.4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.4.1 Degradacion in situ de la materia seca (DIMS)

En semillas, se observd interaccion altamente significativa (P<0.001) entre el
factor especie y el factor tiempo de incubacién para la DIMS (Anexo 1), lo que
significa que la DIMS depende de la especie y del tiempo de incubacién. Las
mayores degradaciones se encontraron a las 48 h en las especies de L. montanus
(96.3 %), L. hintonii (96.7 %) y la pasta de soya (97.0 %), sin diferencias
significativas entre ellas (Cuadro 9).

Todas las especies estudiadas de lupino en las primeras horas de incubacién
tienen una degradacién mas alta que el tratamiento pasta de soya. Sin embargo, a
las 24 h habian ya alcanzado su mayor degradacion, (Figura 34), tal vez porque el
contenido de lignina en las semillas es relativamente bajo. A las 48 h, todas las
especies en estudio, incluyendo la pasta de soya, mostraron la mayor
degradabilidad. Estos valores altos de DIMS no se relacionan con la tasa de
degradacion y fraccion soluble, ya que estas varian de 6.61 a 8.16 y de 47.6 a
95.2%, respectivamente.

Los valores de la DIMS de semillas de lupino a las 48 h coinciden con lo mostrado
por otros autores en harinas de semillas de diferentes leguminosas tropicales
como en especies de Canavalia. En C. ensiformis L., el valor reportado fue de
98.9% y en C. gladiata L., de 98.7% (Gonzalez, 2004). En gandul (Cajanus cajan
L.) de 94.6%, y en mucuna (Stizolobium niveum) 96.1% (Gonzalez, 2006). La
semilla de chicharo (Pisun sativum L.) presenta menor degradabilidad a las 48 h
(64.4%) (Bressani et al., 1977).
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Cuadro 9. Degradacién ruminal de la materia seca (DIMS) por componente:

semillas, vainas y hoja mas tallo, de cinco especies de Lupinus y de pasta de

soya.
Horas de incubacion (%) %
Especie 0 3 9 12 24 48 Kd F.
Soluble
Semillas

L.montanus 50 77 565 652gn 75.7° 96.5%° 96.5%°° 746 57.37
Lexatatus  497° 556 66.19 749" 946" 94.7° 714 57.03
L. hintonii 62.3' 63.3" 73.0" 84.2° 945" 096.7* 816 47.67
L.campestis 59 31 665" 74.9" 80.9° 94.1° 94.3° 637 4237
P.desoya 1359 221° 524mn 53.5™ 81.1° 97.0* 661 952

Vainas

L.montanus 23 4t 2769 37.1™M 44.4) 504" 63.0° 15 72.0
Leataws 2579 2939 363™ 47.4' 62.6° 743° 263 772
L. hintonii 22.0' 246" 347™ 411" 5229 575" 139 739
L.campestis 31 7P 325P 40.4' 42.4% 68.4° 80.7% 3.05 7639
Lupinussp. 34 5° 347 4597 492" 647% 69.0% 193 6534

Hoja mas tallo

L.montanus 37 5% 43 g™ 575" g0 49" 66.0°9" 75.8%¢ 1.96 54.75
Loexaliatus 437 45.9KM 47 gkm 3.4 77.6°°Y 83.0° 331 6045
L. hintonii 42.2'™ 43.0™ 46.8um 55.4" 75.49" 69.6°¢% 1.61 57.88
L.campestis 44 21n, 49.6" 55.0" 65.59" 78.5%° 80.2* 277 53.04
Lupinussp. 37 2™ 38,0m™ 39.4° 57.2" £8.3%9 71.1°% 214 63.65

a,b,c,d,e_

= Medias con letra distinta en y entre columna son diferentes (p<0.05).
Kd = tasa de degradacion, F. = Fraccion.
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Figura 34. Curva de cinética de la degradacion ruminal de la materia seca (DIMS)

de semillas de Lupinus y de pasta de soya.

El tamafio de las particulas de las harinas, asi como los tiempos de incubacion
pudieron favorecer a la alta degradabilidad microbiana de las harinas de lupino y
pasta de soya. En el caso de la pasta de soya, se ha demostrado que su adicion
con almidén puede disminuir el consumo y la digestibilidad (Hoover, 1986), por lo
gue seria una ventaja de los lupinos al no contener almidones en sus semillas
(Glencross, 2004).

Con respecto a otras especies de Lupinus, Ruiz-Lépez et al. (2006) encontrd
DIMS inferiores en semillas de L. exaltatus de la region del Nevado de Colima,
México, a las mostradas por las especies de lupino de nuestro estudio, DIMS de
76.6% después de incubar por 72 h muestras en borrego fistulados en rumen.
Para la comparacion entre especies existen muy poca o ninguna diferencia en la
degradacion de muestras incubadas usando ovinos o bovinos (Pedraza, 2001). El
uso de bovinos tienen la ventaja de permitir un mayor nimero de bolsa y/o bolsas

mas grandes por periodo de incubacion (Orskov, 1982).
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Al igual que en semillas, en vainas la DIMS se increment6 con el tiempo de
incubaciéon. La interaccion entre las especies de Lupinus y los tiempos de
incubacion fue altamente significativa (p<0.001) (Anexo 2). Lupinus sp., y L.
campestris presentaron las mayores degradaciones a las 48 h (69 y 80.73 %,
respectivamente). La mayor degradaciéon de la materia seca que presentd L.
campestris puede deberse a que tiene la mayor tasa de pasaje (3.05%) y de
solubilidad de la fibra (76.4%).

L. hinonii es la especie que presentd la menor DIMS en todos los tiempos de
incubacién (Figura 35). La DIMS de las vainas fue menor que la DIMS observada
en semillas. Se puede inferir que se debe al mayor contenido de lignina que
presentan estos componentes (9.0 a 13.1%); ya que la lignina es un material
indigestible, siendo su mayor implicacion el hacer menos aprovechables a
componentes como la celulosa y hemicelulosa cuando est4 asociada a ellos
(Klopfenstein et al. 1991).

100

—¥—L. campestris

—— L. exaltatus

—O—L. hintonii

—+L. montanus

% de degradacion de la MS

—o—Lupinus sp.

0 3 9 12 24 48
Horas de incubacion

Figura 35. Curva de cinética de la degradacion ruminal de la materia seca de

vainas de cinco especies de Lupinus.
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Los valores de DIMS en vainas son menores a los determinados en L. exaltatus
(24.5%) después de 72 h de incubacion en borregos fistulados en rumen (Ruiz-
Lopez et al., 2006).

Con respecto a la DIMS de hojas mas tallos (Anexo 3), se observo interaccion
altamente significativa (p<0.001) entre las especies de Lupinus y los tiempos de
incubaciéon. La mayor DIMS se encontrd en L. exaltatus y L.campestris a las 48 h
(83.08 y 80.24 %, respectivamente). La mayor degradacion que presentaron las
especies puede estar relacionado a que tiene la mayor tasa de pasaje (3.31y 2.77
%), y de solubilidad de la fibra (60.4 %), (Cuadro 9).
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Figura 36. Curva de cinética de la degradacion ruminal de la materia seca de hojas

mas tallos de cinco especies de Lupinus.

Las especies evaluadas presentaron altos valores de DIMS desde las primeras
horas de incubacion (Figura 36). Las hojas mas tallos de lupinos, al final de la
incubacion (48 h) presentaron un rango de degradacion de la materia seca del 70
a 90%. Esto indica segun Espinoza (1996), que cuando un forraje se encuentra en
el intervalo de 75 y 90 % DIMS es de excelente calidad. Las especies L. montanus
y L. hintonii presentaron las menores DIMS y tasas de degradacion a las 48 h de
todas las especies. Segun Mupangwa et al. (2000) y Priolo et al. (2000), los
taninos condensados o proantocianidinas afectan la digestibilidad de la MS y
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materia organica. L. hintonii presenta el mayor contenido de taninos condensados
libres (1150 g kg™) de todas las especies de lupino en estudio (Cuadro 9).

Los valores de DIMS del follaje de diversas leguminosas tropicales son mayores a
los observados en el follaje de las especies de lupino en estudio; como 80% para
clitoria (C. ternatea L.); y en forrajeras arbustivas como 90% para morera (Morus
alba) y 94% para tulipan (Hibiscus rosa sinensis L.) (Meléndez, 2012; Hernandez
et al., 2005). En cambio son superiores al 64% de DIMS de cocoite (Gliricidia
sepium) (Mata, 2004; Hernandez et al., 2005), 53.4% de Cratylia argentea L.
(Romero y Gonzélez, 2001), 62.2% de leucaena (Leucaena leucocephala L.)
(Vazquez, 2008), 62-67% de cacahuatillo (Arachis pintoi L.) (Lascano, 1995) y 60
a 70% de Kudzu (Pueraria phaseoloides) (Meléndez, 2012).

Los valores de DIMS del las hoja mas tallos se confirman con lo encontrado por
Ruiz-Lépez et al. (2006) en el follaje y planta completa de L. exaltatus (60.6% vy
72.9%).

En resumen, la MS de las especies de Lupinus fue altamente degradada, incluso a
tiempos cortos de incubacion; las semillas desde las primeras horas presentaron
alrededor del 50% de degradabilidad, las hojas mas tallos con valores de 31 y
43%, y las vainas con alrededor 22 y 34.5%, lo que indica que los componentes
fueron de facil degradacion en el rumen, especialmente las harinas de las
semillas. Las especies de lupinos por contener pequefias cantidades de almidon o
no contener son muy degradables debido al facil aprovechamiento de las fibras en
el rumen por los microorganismos, por lo que constituyen una fuente de energia

importante para estos.

4.4.2. Degradacion in situ de la proteina cruda (DIPC)

Se determiné interaccion altamente significativa entre especies y tiempos de
incubacién para la DIPC en semillas, vainas y hojas mas tallos (Anexo 1). A las 24
h, las mas altas DIPC se observaron en semillas (84.5 a 98.9%), seguidas de las
de hojas mas tallos (86.8 a 94.5%) y de las de las vainas (78.6 a 90.7%) (Cuadro
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10).

Cuadro 10. Degradacion ruminal de la proteina cruda (DIPC) por componente:

semillas, vainas y hoja mas tallo, de cinco especies de Lupinus y pasta de soya.

Horas de incubacion (%)

Especie 0 3 9 12 24 48 Kd F.
soluble
Semillas
L.montanus 50 79 76.1™ 857 90.89 98.9% 99.1* 1056  33.40
Lealtatis 497" 773" 889" 921" 984% 9922 118  32.24
L.hinonii g2 3" 82 0 854 955% 97.5° 99.2 938 2471
Lcampestis 59 3° 826 847 93.8° 97.4° 98.9» 799  23.25
P.desoya  143P 221° 51.3% 53.0° 845" 97.0° 695  96.35
Vainas
Lmontanus 23 3% 733" 77.9% 853" 864" 88.9° 229  26.09
Lexatais  257Y  712P 74.9™ 822" 88.4° 928" 385 3217
Lhinonii 21 9¥  59.0° 62.5° 72.8° 78.6" 8519 262  43.28
Lcampestis 37 74 71.1™ 86.8' 88.4° 90.7° 97.19 455 2836
Lupinussp. - 34 5' 9,89 76.7 79.3 89.97 91.2° 387  32.98
Hoja mas tallo
L.montanus 37 5Y 6549 79.3 839" 88.3° 929° 541 37.2
Lexaatus 4375 66.6° 73.5" 82.6' 945 94.3° 649 415
Lninonii 42 2t 60.8" 71.3" 77.4% 92.9° 88.9° 573 46
L.campestis 44 2% 719" 79.4 8509 93.7° 943" 544 35.4
Lupinussp. 37 2V 61.1" 67.9° 755 86.8 89.7¢ 411 43.4
a,b,c,d,e_

Kd = tasa de digestién, F.= Fraccion.

= Medias con letra distinta en y entre columna son diferentes (p<0.05).

En semillas, la tasa de pasaje fue mayor en las especies L. montanus (10.56) y L.

exaltatus (11.80), y con solubilidades de 33.4 y 32.24 %, respectivamente. La
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pasta de soya mostré6 menor tasa de pasaje de la proteina cruda por hora (6.95%)
y la mayor solubilidad 96.35%. Todas las especies presentaron cinéticas de
degradacion similares en las semillas (Figura 37); el mayor porcentaje de
degradacion se presenté en las primeras horas de incubacion, alrededor de 70%,
continuando con una degradacién mas lenta hasta alcanzar casi el 100% a las 48

h; siendo L. hintonii la que presenté menor valor de degradacion.

100 -
Y 90
o 80
L 70 r .
_g 60 —¥— L. campestris
E 50 —— L. exaltatus
S 0 —&— L. hintonii
o 30 -
3 20 - —B— L. montanus
-]
X 10 —+— Pasta de soya

0 . . . . . |
0] 3 9 12 24 48
Horas de ncubacién

Figura 37. Curva de cinética de la degradacion ruminal de la proteina cruda de

semillas de cuatro especies de Lupinus y pasta de soya (Glycine max).

La DIPC se incrementé con el tiempo de incubacion (Figura 37). La degradacion
de las semillas de Lupinus desde las primeras horas fue mayor que la de la pasta
de soya, lo cual se ha relacionado a la tasa de pasaje, que es menor en la pasta
de soya, aunque la fraccion soluble de la proteina es mayor. Esta fraccion soluble
potencialmente estaria disponible para los microorganismos del rumen y puede
ser incorporado a sus células como codones de aminoacidos (Baumann et al.,
2004). Sin embargo si no es incorporada a las célula microbiana por falta de
energia pasaria a la sangre a través de la pared ruminal y transformada en urea

en el higado con pérdida de energia en el catabolismo, ya que por cada molécula
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se requiere 4 ATP/Mol de urea formado (Lehninger, 2007). A 48 h todos los
tratamientos alcanzaron un comportamiento similar (Cuadro 11).

Los valores de DIPC encontrados en las semillas de las especies evaluadas son
similares a lo reportado en canavalia (C. ensiformis y C. gladiata) ambos con
98.8% de degradacién (Gonzalez, 2004), y mayores al 51.2% de semillas de
chicharo (Pisum sativum) (Bressani et al., 1977), 40% de leucaena (L.
leucocephala) (Vazquez, 2008), y 70% de semillas de L. exaltatus incubados por
72 h en borregos (Ruiz-Lopez et al., 2006).

Los resultados de este trabajo indican que las harinas de los lupinos y pasta de
soya son de facil degradacion en el rumen, tanto para la MS como para la PC,
como fue indicado por Solanas et al. (2005). Esto hace que las especies de lupino
en estudio puedan ser consideradas como una fuente de proteina degradable para
los microorganismos del rumen, y por lo tanto para la sintesis de proteina
microbiana (Stanford et al., 1996).

En vainas, se observo interaccion entre las especies estudiadas y el tiempo de
incubacion (p<0.001) para DIPC (Anexo 2). La mayor degradacion a las 48 h de
incubacion (Cuadro 10), correspondié a L. campestris a las 48 h (97.15 %), tuvo

también la mayor tasa de pasaje (4.55%).

100 -
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2 50 —— L. exaltatus
S 40 o
S 50 & —o— L. hintonii
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x 0 .
0 3 9 12 24 48
Horas de incubacion

Figura 38. Curva de la cinética de la degradacion ruminal de la proteina cruda de

vainas de Lupinus.
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Las cinco especies tuvieron un comportamiento similar para la DIPC en vainas,
hasta su maxima degradacion (Figura 38). Los valores de DIPC de las vainas de
Lupinus son superiores a lo observado en vainas de L. exaltatus (26%) por Ruiz-
Lopez et al. (2006).

En las hojas mas tallos, la DIPC presento interaccion (p<0.001) entre las especies
y los tiempos de incubacion (Anexo 3). L. exaltatus a las 24 y 48 h, presento la
mayor DIPC (94.55 y 94.30 %), L. campestris un similar valor, pero a las 48 h L.
exaltatus present6 la mayor degradacion (94.34 %) (Figura 39) y también la mayor
tasa de pasaje (6.5%), con una solubilidad de 41.5 % (Cuadro 10).

—8—L. campestris
——[ . exaltatus
—e—L. hintonii

——L. montanus

% de degradaciondela

o ——t——r Lupinu sp.
0 3 9 12 24 48

Horas de incubacion

Figura 39. Curva de la cinética de la degradacion ruminal de la proteina cruda de

hojas mas tallos de Lupinus.

Los valores encontrados de la DIPC de las hojas mas tallos son mayores a lo
observado por Ruiz-Lopez et al. (2006) en el follaje (67.3%) y en planta completa
(32.4%) de L. exaltatus. Pero son similares a los observados en forrajeras
arbustivas por Contreras (2004), en un estudio que realiz6 a los 90 dias de corte,
en condiciones similares a este trabajo: 89 % en morera a las 48 h, 93.5 % a las
72 h, 94.6 % en tulipanalas 48 h,y 95.9 % a las 72 h.
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4.4.3. Degradacion in situ de la materia organica (DIMO)

Esta componente del valor nutritivo presentd, en semilla, interaccion (p<0.001)
entre las especies estudiadas y los tiempos de incubacion (Anexo 1). En el Cuadro
11 se observa que L. montanus a las 24 y 48 h, presentd la mayor DIPC (96.50 y
96.52 %), L. hintonii y la pasta de soya present6 similares valores, pero a las 48 h
(96.78 y 97.0 %, respectivamente). Las altas DIMO que presentaron las semillas
de las especies pueden estar relacionadas a su tasa de pasaje y solubilidad. Cabe
destacar que la pasta de soya presentd estadisticamente igual tasa de pasaje de
la materia organica (7.1%), que L. montanus y L. hintonii, pero la mas alta
solubilidad (96.2%).

Con relacion al comportamiento de la DIMO en las semillas de las especies
evaluadas (Figura 40), éstas presentaron una alta degradacion desde las primeras
horas, muy superior a la de la pasta de soya. A partir de las 24 h las especies de
Lupinus tuvieron su mayor degradacion (>90%). Estos valores son superiores a lo
observado en semillas de L. exaltatus (55%) de DIMO (Ruiz-Lépez et al., 2006).
La DIMO de las vainas mostro interaccion (p<0.001) entre las especies de Lupinus
y los tiempos de incubacion (Anexo 2). La mayor DIMO se encontr6 en L.
campestris (8.2%), que puede estar relacionado a su tasa de pasaje y fraccion
soluble que fue mayor (3.01y 77.59 %, respectivamente).

L. campestris increment6 la velocidad de degradacion a partir de las 12 h de
incubacion (Figura 41), respecto a las otras especies de lupino, lo cual puede
atribuirse al mas alto porcentaje de fraccion soluble.

Pocos estudios se han realizado en vainas de leguminosas por lo que resulta dificil
hacer comparaciones con otras especies. Sin embargo, los valores encontrados
son superiores a lo determinado en vainas de L. exaltatus (25%) (Ruiz-Lopez et
al., 2006).
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Cuadro 11. Degradaciéon ruminal de la materia organica (DIMO) de especies de

Lupinus y pasta de soya.

Horas de incubacion (%) %

Especie 0 3 9 12 24 48 Kd F.
soluble

Semillas
L. montanus 50.7° 56.5' 652" 75.7° 96.5% 96.5* 7.45  57.54

L. exaltatus  49.7° 55.6" 66.19" 74.9" 946" 94.7° 708  57.03
L. hintonii 62.3 63.3 730 842° 945" 96.7* 73 43.4
L. campestris  59.3 66.59 74.9° 80.9% 94.1° 945" 58  43.19
P. de soya 12.8" 22.19 535" 53.0" 84.5° 97.0* 7.05 96.22
Vainas

L. montanus  23.4% 25.1%° 34.0™ 41.8 47.6" 61.6° 148 7504
L. exaltatus  25.7° 26.2° 33.1™ 452' 60.6° 73.2° 254 7913
L. hintonii 21.9" 24.0" 32.7™ 38.8 50.6 50.00 132 7513
L.campestris  31.7" 31.7" 39.1% 417 67.7° 80.1* 3.01 7759
Lupinussp. 345" 33.7™ 443" 474" 635% 67.9° 18 6599

abede= Medias con letra distinta en y entre una columna son diferentes (p<0.05).

Kd = tasa de degradacion, F. =Fraccion.
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Figura 40. Curva de la cinética de la degradacién ruminal de la materia organica

de semillas de cuatro especies Lupinus y de pasta de soya.
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Figura 41. Curva de la cinética de la degradacion ruminal de la materia organica
de vainas de cinco especies de Lupinus.

En relaciéon a la DIMO de las hojas mas tallo entre especies y la interaccion
especie x tiempo de incubacion fue no significativa (p<0.05) (Anexo 3), pero si
entre tiempos de incubacion. Con relacion al tiempo de incubacion, la DIMO fue

mayor a las 24 y 48 h (70.2 y 74.8%, respectivamente), que puede ser debido a
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las altas tasa de pasaje (1.83-3.29%) y de solubilidad (56.7-65.6%). L. exaltatus

presentd las mayores tasas de pasaje y de solubilidad (3.3 y 60.5%,

respectivamente) (Cuadro 12).

Cuadro 12. Degradacion ruminal de la materia organica (DIMO) de hoja més tallo

de especies de Lupinus.

Especie DIMO (%) Kd (%)  Fraccion soluble
L. montanus 53.7% 1.95 58.25
L. exaltatus 59.22 3.29 60.45
L. hintonii 53.1° 1.83 60.91
L. campestris 60.3% 2.79 56.79
Lupinus sp. 49.82 1.86 65.65
E.E. 0.243

Tiempo de incubacion

0 39.8°

3 42.3°

9 46.2%

12 58.0°°

24 70.2%°

48 74.8%

E.E. 0.243

abcde= Medias con letra distinta en una columna son diferentes (p<0.05).
E.E. = Error estdndar. Kd = tasa de degradacion
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Figura 42. Curva de la cinética de la degradacion ruminal de la materia organica
de hojas mas tallos de cinco especies de Lupinus.

Las especies L. campestris y L. hintonii desde las primeras horas de incubacién
presentaron la mas alta DIMO en hojas mas tallo (>40%), manteniendo este
comportamiento a las 48 h de incubacién (Figura 41). Estos valores son superiores
al 60% de DIMO encontrado en hojas de L. exaltatus (Ruiz-Lopez et al., 2006).

4.4.4. Degradacion in situ de la fibra detergente neutro (DIFDN)

Las vainas, presentaron interaccion en la DIFDN (p<0.001) entre las especies de
Lupinus y los tiempos de incubacion (Anexo 2). Los valores mas altos de
degradacion de la FDN se encontraron a las 48 h en vainas de la especie de
Lupinus sp., (70.9%), lo que puede deberse a su alta tasa de pasaje (2.6%) y el
100 % de solubilidad (Cuadro 13).

Las especies evaluadas presentaron una baja degradacion de la fibra en sus
vainas hasta las 12 h, excepto L. exaltatus que tuvo la mas alta degradacion hasta
las 12 h (Figura 43). Al final fue la especie L. campestris quien present6 la mas

alta degradacioén de la fibra detergente neutro.
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Por las caracteristicas de las paredes celulares de estos componentes se puede
inferir que su baja degradacion se debid principalmente al contenido de lignina
cuyo rango vari6 de 12.5 a 13.9%; o tal vez a la falta de tiempo para realizar las
acciones digestivas completas en substancias que son de lenta digestién, o bien
por falta de absorcion completa; tal efecto aumenta por el rapido transito de
alimento a través del tracto digestivo (Maynard, 1989). Valores altos de
degradabilidad ruminal se han asociado con el potencial de los rumiantes para
mantener niveles adecuado de produccion, ya que son indicativos de la capacidad
del alimento para aportar nutrientes a la flora ruminal (Cecconello et al., 2003).

La curva de la cinética de degradacion (Figura 43) indica que las especies
necesitan mayor tiempo de retencion en el rumen para que se haga un buen
aprovechamiento de la energia de los carbohidratos estructurales presentes en las
paredes celulares.

En relacion a la DIFDN de las hojas mas tallos se encontré interaccion (p<0.001)
entre las especies de Lupinus y los tiempos de incubacién (Anexo 3). La mas altas
DIFDN se presentaron a las 48 h en L. exaltatus (67.8 %), misma que tuvo una
alta tasa de pasaje (3.1%) y de solubilidad (96%) (Cuadro 13).
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Cuadro 12. Degradacion ruminal de la fibra detergente neutro (DIFDN) de cinco

especies de Lupinus.

Horas de incubacién (%) %
Especie 3 9 12 24 48 Kd F.
soluble
Vainas
L. montanus 10.1" 12.1™ 17.5% 305" 457° 118 947
L. exaltatus 12.4™ 275 346" 421" 621° 173 855
L. hintonii 10.3" 14.1™ 199 37.4% 3949 101 907
L. campestris 10.3" 158" 16.0¢ 49.2° 709* 256 100
Lupinus sp. 12.2™ 17.8° 20.00 422" 558° 166 937
Hoja mas tallo
L. montanus 58P 221 289 36.19 50.7° 143 914
L. exaltatus 1.79 327" 437° 555" 66.8° 306 959
L. hintonii 53P 86° 345 291 402° 105 983
L. campestris 11.7" 122" 14.09" 52.9° 553" 194 923
Lupinus sp. 51° 557 163 299" 405 115 987

a,b,c,de_

= Medias con letra distinta en y entre columna son diferentes (p<0.05).
Kd = tasa de degradacion, F. = fraccion
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Figura 43. Curva de la cinética de la degradacién ruminal de la fibra detergente

neutro de vaina de Lupinus.

100 r

—&— L. campestris
—— L. exaltatus
—&— L. hintonii
—&— L. montanus
—&— Lupinus sp.

% de degradacion de la FDN

3 9 12 24 48
Horas de incubacion

Figura 44. Curva de la cinética de la degradacion ruminal de la fibra detergente
neutro de hojas mas tallos de Lupinus.

Las especies presentaron baja degradabilidad de hojas mas tallo en las primeras

horas (Figura 44), destacandose L. exaltatus que alcanzé mayor degradacion en el
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tiempo, especie que presentd el menor contenido en lignina (12.9%) en hojas mas
tallo, con respecto a las demas. La curva de degradacion observada indica que las
hojas mas tallos de todas las especies de Lupinus requieren mas tiempo de
retencidn en el rumen para que se realice un buen aprovechamiento de la energia
proporcionada por los carbohidratos estructurales presente en las hojas y tallos.
Para los forrajes tropicales la fase de colonizacién de la fibra (fase Lag) es de gran
importancia, ya que representa el tiempo que se necesita para que los
microorganismos ruminales se adhieran a la fibra y comiencen su degradacion,
mientras mas corto sea este tiempo para determinado alimento, mayor es su
potencialidad de degradacion. De los lupinos estudiados, a las tres horas se
encontraban en proceso de colonizacion, sobresaliendo L. campestris y L.
exaltatus que iniciaron la degradacién inmediata. Los resultados de DIFDN de las
hojas mas tallos (con excepcién de los de L. hintonii y Lupinus sp.), son similares a
la capacidad de degradacion que presenta el follaje de leguminosas tropicales
como glicina (Neonotonia wightii) 51.3%, centrocema (Centrosema pubescens)
55.1%, dolico (Lablab purpureus) 54.9%, mucuna (Stizolobium aterrimum) 51.2%,
siratro (Macroptilium atropurpureum) 59.6%, arachis (Arachis pintoi) 75.2%
(Delgado et al., 2007).

La capacidad de las especies para aportar nutrientes es lo que se debe considerar
cuando se quiera incluir las hojas y tallos de las especies en los sistemas de
alimentacion. A excepcion de Lupinus sp., las demas especies presentaron mas
del 50% de degradacion en el rumen, lo que favorece su utilizacion por los
animales. Es importante mencionar que de las cinco especies estudiadas L.
exaltatus parece ser la especie mas promisoria para ser utilizado su follaje en la
alimentacion: presenta un alto contenido de proteina y alta degradabilidad de la
FDN de las hojas mas tallo (66%). Otros factores deberan de considerarse, entre
ellos el alto contenido de alcaloides, aunque estudios previos han demostrado que
es posible utilizar lupinos silvestres en ensilados para rumiantes, lo que disminuye

el contenido de alcaloides por dilucién después de 20 dias de fermentacion de
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plantas enteras (de 2.2% a 0.15% de DM en proporcion de 100/0, 75/25 y 50/50

de forraje de L. exaltatus/paja de maiz) (Herrera-Velazco et al., 2008).

4.4.5. Degradacion in situ de la fibra detergente acido (DIFDA)

La DIFDA de las vainas mostré interacciéon (P<0.001) entre las especies de
Lupinus y los tiempos de incubacion (Anexo 2). La mas alta DIFDA se encontro a
las 48 h en L. campestris (69.38%), lo que puede estar relacionado a su tasa de
pasaje (2.6%) y el 100 % de solubilidad (Cuadro 14).

Existi6 una lenta degradacion de las vainas de las diferentes especies de lupino
hasta las 12 h (Figura 45); a las 48 hrs alcanzaron entre 40 y 70% de DIFDA
sobresaliendo L. campestris y L. exaltatus.

Con respecto a la degradacion DIFDA de las hojas mas tallos de Lupinus,
igualmente se observo interaccion (p<0.001) entre las especies estudiadas y el
tiempo de incubacion (Anexo 2). La mayor DIFDA se encontrd en L. exaltatus a las
48 h (59.54 %), (Cuadro 14). La mayor degradacion puede estar relacionada a su
tasa de pasaje (2.15%) con una solubilidad de 97%. A partir de las 9 h, las
especies aumentaron del 15 a 65 % de degradacion (Figura 46), siendo la especie
L. exaltatus la que presentdé la mayor capacidad para degradar sus paredes

celulares.

4.5. CONCLUSION

La degradabilidad ruminal de la PC de semillas de Lupinus fue alta para todas las
especies en estudio, por lo que pueden ser consideradas como una fuente de
proteina rapidamente degradable para el crecimiento de los microbios del rumen.
Lupinus montanus presento los mayores valores de degradacion de la MS, PC y
MO en las semillas, lo que la hace promisoria para ser utilizada como fuente de
proteina en la elaboracion de alimentos balanceados. Las especies de L. exaltatus

y L. campestris presentan potencial para ser utilizadas en la alimentacién animal
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como forraje por su alta degradaciéon de la MS, PC, MO, FDN y FDA en vainas y

hoja mas tallos.

Cuadro 14. Degradacion ruminal de la fibra detergente é&cido (DIFDA) de

especies de Lupinus.

Horas de incubacion (%) %

Especie 3 9 12 24 48 Kd F.
soluble

Vainas

L. montanus 2.9° 55" 145% 195" 403" 106 100
L.exaltatus 6.0 12.1¢ 16.6" 38.7%° 60.8" 2.01 100
L. hintonii 8.3mn 10.6™ 17.6" 33.6% 36.6° 094 931
L.campestris  3.0°  11.5™ 14.0¢ 459° 69.3% 263 100
Lupinussp  4.6%° 7.13™° 11.4Y™ 3059 44.0° 128 100

Hoja + tallo

L. montanus 25"  14.7° 16.2" 32.9° 48.0° 144 988
L. exaltatus 7.5 144" 315 487° 595* 215 966
L. hintonii 54 123 296" 407 30.1" o087 936
L. campestris  4.8™ 133" 2379 38.8% 522° 167 981
Lupinussp  3.3™ 122" 137" 138" 3077 064 959

a,b,c,d,e_

= Medias con letra distinta en y entre una columna son diferentes (p<0.05).
Kd = tasa de degradacion, F.= Fraccion.
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Figura 45. Curva de la cinética de la degradacion ruminal de la fibra detergente

acido de vainas de Lupinus.
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Figura 46. Curva de la cinética de la degradacion ruminal de la fibra detergente

acido de hojas mas tallos de Lupinus.
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CAPITULO V

MORFOMETRIA Y COMPOSICION QUIMICA DE CUATRO
ESPECIES DE Lupinus

5.1. INTRODUCCION

En la actualidad, la industria semillera realiza grandes inversiones en
infraestructura, investigacion basica y desarrollo tecnoldgico para lograr semillas
de calidad con alto potencial productivo en un mercado cambiante y dinamico a
nivel internacional, ya que el desarrollo exitoso de la semilla depende de multiples
influencias en todos y cada uno de los estados de su formacién. Ademas, su
estructura esta estrictamente unida a su funcion; por tanto, el estudio de sus
caracteristicas permite comprender sus posibilidades futuras de éxito en las
diferentes industrias (Peretti, 1994).

Las semillas de las leguminosas del género Lupinus son un recurso valioso desde
el punto de vista agricola y nutricional (Sujak et al., 2006). Han sido utilizadas
desde hace décadas en alimentacion humana y animal en Europa (Martinez-
Villaluenga et al., 2006; Ramos-Morales et al., 2010; Kojhadova et al., 2011) y en
la region andina (Gross, 1982; Gross et al., 1988; Jacobsen y Sherwood, 2006)
por su elevado contenido en nutrientes. Las semillas de este género difieren en
tamafio y propiedades fisicas, lo que influye sobre el uso tecnolégico de las
mismas (Grochowicz y Andrejko, 2004). Desde el punto de vista tecnoldgico, el
aprovechamiento de los lupinos se ha visto limitado por el elevado contenido de
compuestos antinutricionales, como los alcaloides quinolizidinicos que les
confieren cierto grado de toxicidad y un fuerte sabor amargo (Jacobsen y
Sherwood, 2006); y por la duracion de su ciclo de crecimiento y la inestabilidad de
la produccién (Sujak et al., 2006). No obstante la semilla de lupino ademas de ser
una fuente importante de metabolitos primarios y secundarios (Dini et al., 1998),
sus propiedades fisicas y fisicoquimicas definen aspectos claves relacionados con
el procesamiento de la semilla. Las caracteristicas fisico-quimicas pueden variar

de acuerdo con el ambiente donde se desarrollen las plantas, principalmente el
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contenido de minerales (Bhardwaj et al. 1998) y el contenido de éstos puede
afectar la germinacién y emergencia de la plantula. Experimentos conducidos en
lupino de hojas angostas (Lupinus angustifolius L.) en Australia (Longnecker et al.,
1996), indicaron que un contenido de manganeso menor a 10 ppm puede ser
limitante para la emergencia de la plantula.

En México, los lupinos no han sido domesticados, se distribuyen en todo el
territorio nacional, predominantemente en las sierras Madre Occidental y en el eje
neovolcéanico transversal (Bermadez-Torres et al., 1999; Ruiz-Lopez et al., 2000).
En algunas de ellas, sus semillas han sido evaluadas nutricionalmente (Przybylak
et al., 2005; Rodriguez-Ambriz et al., 2005; Ruiz-Lépez et al., 2006; Jiménez-
Martinez et al., 2009; Lagunes-Espinoza et al., 2011), pero las caracteristicas
fisicas de sus semillas ayudaran a una mejor aplicacion de métodos para su
mejora. El presente trabajo es el resultado de los estudios sobre las propiedades
fisicas, quimicas y fisicoquimicas de la semilla de Lupinus montanus H.B.K,
Lupinus exaltatus Zucc, Lupinus campestris Cham. & Schitdl. y Lupinus hintonii
C.P. Smith recolectadas en la region de los Valles de Libres y de Serdan en el
estado de Puebla, México. Se identificaron propiedades fisicas de la semilla, como
el tamafo, peso y la forma. La caracterizacibn quimica consisti6 en la
cuantificacion del contenido de nutrientes. Se identificaron parametros
fisicoquimicos como la capacidad de hidratacion y pH. La caracterizacion de las
propiedades de la semilla es un paso indispensable para cualquier uso o

tratamiento posterior.

5.2. MATERIALES Y METODOS

Semillas de L. montanus, L. exaltatus, L. campestris y L. hintonii fueron
recolectadas en la region de los Valles del Serdan y Libres de Puebla (18°44" y
19°36’ de Lat,N y entre los 97°04’ y 97°49’ Long. O) en agosto de 2010. Todas las
muestras fueron secadas a temperatura ambiente, las semillas fueron separadas y
limpiadas manualmente para remover todo el material extrafio, semillas inmaduras

y dafiadas. Una porcién de las semillas fue molida en molino Wiley a través de una
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criba con orificios de 1 mm de diametro, colocada en botes plasticos y conservada

a 4°C hasta analisis.

5.2.1. Propiedades fisicoquimicas

Muestras no procesadas fueron utilizadas para determinar la morfometria de las
semillas, el peso de 100 semillas, la cinética de imbibicién, la capacidad de
absorcién de agua, los porcentajes de cada componente de la semilla y el valor de
pH.

5.2.2. Morfometria y peso de 100 semillas

El color y la forma de las semillas fueron determinados con una carta de color
Munsell para plantas y con la guia de descriptores de lupinos (CIRF, 1981). El
peso de 100 semillas fue obtenido en una balanza analitica (Lab-Tech) por
triplicado. La longitud y la anchura (mm) con un vernier evaluando 100 semillas
por especie. El peso fresco de cada componente (cotileddn, testa y embrion) fue

determinado a partir del peso de 10 semillas tomadas al azar, por triplicado.
5.2.3. Determinacién del contenido de humedad

El contenido de humedad de las semillas fue determinado con tres repeticiones de
10 semillas cada una, en una estufa de secado a 70 °C durante 72 horas. Los
resultados son expresados como porcentaje de agua sobre la base de peso seco
(Moreno, 1996; Pinto et al., 2007).

Peso inicial — Peso seco

% Humedad = 100( P ——
eso inicia
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5.2.4. Determinacion de pH

Los valores de pH fueron determinados usando el método oficial de la AOAC
(método 14.022). A 0.5 g de muestra por triplicado por especie se le adicionaron 5
ml de agua destilada y se dejaron reposar 30 min. El pH de la solucion se midié a

20°C con un pH meter marca Conductronic, modelo PC 18.

5.2.5. Cinética de imbibicién

Una curva de imbibicion fue generada a partir de los datos obtenidos de tres
repeticiones de 10 semillas por especie. Las semillas se colocaron en vasos de
precipitados y se les adicion6 agua destilada en relacion 1:10. Se mantuvieron a
temperatura ambiente durante el periodo de imbibicion (aproximadamente 26°C).
Se tomaron los pesos frescos de cada repeticion por especie cada 2, 3, 6, 12, 24,
36,48y 72 h.

5.2.6. Calidad de semilla

La calidad de la semilla se evalu6 mediante prueba de germinacion estandar
(Moreno, 1996). La prueba de germinacion fue realizada por triplicado con grupos
de 15 semillas para L. campestris y 20 semillas para L. montanus y L. exaltatus.
Estas se realizaron con escarificacion mecanica de la testa (raspado) y sin
escarificacion mecénica. Las semillas fueron previamente desinfectadas con
solucién de hipoclorito de sodio al 1% y lavadas tres veces con agua destilada a
60°C. El porcentaje de germinacion (PG) fue evaluado bajo fotoperiodo de 14 h
luz/10 h oscuridad, con régimen de temperaturas dia/noche de 20°/15°C en

camara bioclimatica Marca Lumistell modelo ICP-19.
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5.2.7. Composicién mineral

La composicion mineral se realizO a partir de harina obtenida de semillas
completas, secada en estufa a 55°C durante 12 h. Se determind N con el método
microkhjeldahl, P por el método colorimétrico, S con el método turbidimétrico y K,
Ca, Mg, Na, Fe, Cu, Mn y Zn por digestion humeda y espectrofotometria de
absorcion atdbmica usando un Espectrofotometro Perkin EImer modelo AANALYST
700.

5.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron bajo un disefio completamente al azar con dos
repeticiones. Para conocer las diferencias entre especies se realizaron analisis de
varianza y pruebas de medias de Tukey por componente vegetal (Steel y Torrie,
1988) para las variables evaluadas, utilizando el paquete estadistico SAS (2001).

5.4. RESULTADOS Y DISCUSION
5.4.1. Caracterizacion de semillas de Lupinus

Las semillas de las cuatro especies silvestres de Lupinus presentaron variacion en
el color predominante y la forma. El color varié de negro a café y amarillo; la forma
de oval, cuboide y aplanada oval segun la especie (Cuadro 15, Figura 47).

El peso de 100 semillas por especie varié de 1.33 + 0.014 a 35.51 + 0.087 g. Las
semillas de L. hintonii con el mayor peso (35.51+0.087 g); mientras que las de L.
exaltatus con el menor (1.33 + 0.014 g) (Cuadro 15). La forma y el peso de 100
semillas de L. motanus, L. exaltatus, L. campestris y Lupinus sp., son similares a
la forma y peso de L. bilineatus Benht (forma ovoide, peso de 100 semillas: 1.5 g)
reportado por Martinez et al. (2008), y L. hintonii posee caracteristicas
morfométricas similares (color, tamafio y peso) a las especies domesticadas
(Ortega-David et al., 2010).
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Figura 47. Semillas de especies de Lupinus mexicanas. a) L. campestris, b) L.

e

exaltatus, c) L. hintonii, d) L.montanus, e) Lupinus sp.

Cuadro 15. Caracteristicas fisicas de las semillas de cinco especies de Lupinus

Especie Color Forma Peso 100
predominante semillas (g)

L. montanus Negro Oval 1.84 +0.002

L. exaltatus Café Cuboide 1.33 £0.014

L. campestris Café Oval 1.63 +0.002

L. hintonii Amarillo- rojizo Oval aplanada- 35.51 +0.087

oval
Lupinus sp. Café oscuro Oval aplanada 1.99 +0.005

Nota: + Desviacion estandar de 100 determinaciones de cada muestra

El peso de una semilla es una variable informativa para su permanencia en el
medio (Harper et al., 1970). Esta variable se encuentra intimamente relacionada
con los mecanismos y capacidad dispersivos de la semilla (Matlack, 1987;
Venable y Brown, 1988; Jongejans y Schippers, 1999), el riesgo de depredacion

(Martin-Azcarate et al., 1998; Arqueros et al., 1999), la capacidad de penetracion
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en el suelo, el tamafio y la capacidad competitiva de la plantula (Bekker et al.,
1998). Estas caracteristicas de las semillas varian de acuerdo con las zonas de
crecimiento, ya que las condiciones ambientales inciden de manera diferente en la
planta (Gaviola y Gaviola, 2008). Ademés, segun Dini et al. (1998), las
propiedades fisicas definen aspectos claves relacionados con el procesamiento de
la semilla. Caracteristicas como la geometria, el area de la superficie y el volumen
son caracteristicas importantes en los procesos de limpieza, separacién, aeracion,
secado, molienda, coccion y germinacion (Firatligil-Durmus et al., 2009).

Los lupinos son plantas angiospermas cuya caracteristica distintiva es su fruto
llamado legumbre y sus semillas estdn compuestas por tegumento o testa, dos
cotiledones y una radicula embrionaria. En las semillas de los lupinos evaluados,
el cotiledon vari6é de 55.0 a 77.9%, la testa 17.0 a 33.2%, el embrién de 4.9 a
15.4% (Figura 48). Las semillas de L. hintonii presentaron el mayor porcentaje de
cotiledén (77.9%) y el menor las de L. campestris (55.0%), Las semillas de L.
montanus con la mayor proporcion de embrion (15.5%) y las de L. hintonii el
menor (5%). Respecto al contenido de testa, las semillas de L. campestris con el
mayor porcentaje (33.2%) y L. hintonii con el menor (17.1%). El contenido de
testa y embrion de las especies se encuentran dentro del rango reportado por
Sipsa (2008) para semillas de Lupinus (75 % de cotiledén y 25 % de testa), con
excepcion de L. campestris. Estudios sobre la testa de L. angutifolius indican su
exitosa incorporacién en alimentos enriquecidos en fibra (Suchy et al., 2008;
Sipsa, 2008). En la testa se concentra la mayor proporcion de compuestos
antinutricionales en leguminosas, por ello el descascarillado es una etapa
importante para la eliminacion de compuestos como taninos y oligosacaridos

presentes (Tharanathan y Mahadevamma, 2003; Ghavidel y Praskash, 2006).

5.4.2. Cinética de imbibicidén

La cantidad de agua absorbida por unidad de peso de las semillas de lupino se
incrementd con el tiempo de remojo (Figura 49). El limite maximo de hidratacion

de las semillas se present6 a las 12 h, siendo de 13% para L.montanus, 7.1% para
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L. exaltatus, 8.6% para L. campestris y 14% para L. hintonii. En semillas el
principal componente que imbibe agua son las proteinas, aunque otros
componentes como los mucilagos, celulosa, almidon y sustancias pécticas pueden
contribuir (Sefa-Dedeh y Stanley, 1979). Ademas sefialan que la absorcion puede
variar debido a las caracteristicas de la testa como formacion de cavidades
internas durante la imbibicion, actividad osmética de la testa y carencia de
homogenidad fisica en el material que absorbe. Baja tasa de absorcién inicial de
agua puede deberse a tamafio del micrépilo y grosor de la testa en variedades de
Vigna unguiculata L. (Sefa-Dedeh y Stanley, 1979).

0.35
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E’ 0.25
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2 02 |
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Figura 47. Peso fresco de cotiledon, embrion y testa de semillas de cuatro

especies de Lupinus.

La mayor proporcion de testa en L. campestris con respecto a las otras especies
se reflej6 en uno de los mas bajos porcentajes de imbibicién. En el caso de L.
exaltatus la proporcién de testa es baja pero la dureza de la misma o composicién
de la misma puede estar impidiendo la absorcion de agua. Estas caracteristicas

pueden estar relacionadas con la latencia por la cubierta de las semillas que
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puede estar dada por una latencia fisica (testa endurecidas e impermeables) o una
latencia mecéanica (cubierta de las semillas demasiado duras aunque no

impermeables) (Hartmann y Kester, 1988; Willan, 1991).
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Figura 48. Cinética de absorcion de agua de semillas de cuatro especies de

Lupinus.

5.4.3. Calidad de semilla

Las semillas de L. hintonii no germinaron debido a problemas de contaminacion
aun cuando se lavaron y desinfectaron al igual que las semillas de las otras

especies.

En las semillas sin escarificacion el porcentaje de germinacién vario de 4.2% en L.
campestris a 27.1 % en L. exaltatus y con escarificacion de 48 % en L. montanus a
91.6 % en L. exaltatus (Figura 50). Es notable la diferencia en el porcentaje de
germinacion que se tiene entre semillas escarificadas y sin escarificar ya que
practicamente se duplicé en L. montanus y L. campestris o triplicé en L. exaltatus

el porcentaje de germinacion cuando fueron escarificadas. Se concluye que las
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semillas de las diferentes especies de Lupinus estudiadas tienen testas duras o
poco permeables, lo que genera la latencia que presentan estas especies
silvestres. Una ventaja con el tratamiento de escarificacion a las semillas, es que
no Unicamente se incrementa el porcentaje de germinacion, sino que también
estas semillas nacen mas rapido, con una ventaja de 15 a 20 dias con respecto a

las no tratadas.
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Figura 48. Germinacion de semillas de Lupinus sin y con tratamiento de

escarificacion. se= sin escarificacion.

En resumen, L. exaltatus presenté en los dos tratamientos (con y sin
escarificacion) mayor capacidad de reproduccidon entre las especies, lo que la
hace ser la especie mas viable para su seguimiento agronémico. Similares
resultados de germinacién se encontraron en semillas de L. bilineatus (82.5 % de
germinacion) con escarificacion quimica durante 30 y 40 minutos de inmersién en
acido sulfarico con un régimen de temperatura dia/noche 25°C/10°C (Martinez et
al., 2008); y en L. montanus (100 % de germinacion), empleando el mismo
tratamiento quimico en 30 minutos de inmersién a un régimen de temperatura
igual al presente trabajo 20°C/dia y 15°C noche (Acosta y Rodriguez, 2005). Esta

caracteristica de latencia es comin en la familia Fabaceae. Las semillas de L.
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exaltatus presentaron porcentajes de germinacion similares a las de las semillas
de otras leguminosas utilizadas en la alimentacion animal como Centrocema
rotundifolium (95%, tratamiento mecanico) (Rodriguez et al., 2004), y a las de
Leucaena leucocephala (91.5 %) con tratamiento térmico 80° por 10 minutos
(Sanchez y Ramire-Villalobo, 2006).

5.4.4 Composicion mineral

Los minerales acumulados en las leguminosas tienen bajas disponibilidad debido
a la presencia de fibras, almidén, inositoles fosfatos, proteinas y lipidos entre
otros, que forman complejos con ellos comprometiendo su utilizacion (Kadam vy
Salunkhe, 1989; Urbano et al., 1999).

5.4.4.1. Macronutrientes

El contenido de nitrégeno en las semillas vario de 5.2% a 7% entre las especies
de Lupinus (Figura 51). Estos contenidos son altos si se comparan a los de otras
leguminosas de grano y similares a los de soya (Glycine max L.) (Nacer et al.,
2010). Las semillas de L. montanus y L. campestris con los mayores contenidos
(6.98 y 6.61%, respectivamente), y L. L. hintonii con el menor (5.22%).

Con respecto al contenido de fésforo (P) en las semillas varié de 0.53 a 0.65%, el
potasio (K) de 0.87 a 1.70%, el calcio (Ca) de 0.08 a 0.16% y el magnesio (Mg) de
0.23 a 0.30% (Figura 52). L. hintonii y L. montanus presentando los valores mas
elevados para K, L. exaltatus con los mayores de Ca, L. montanus y L. campestris
con los mayores de P. En general, las semillas de Lupinus estudiadas contienen
elevados niveles de macronutrientes como el P y K pero bajos niveles de Ca y
Mg.

Ortega-David et al. (2010) en semillas de L. mutabilis muestran que la mayor parte
de los minerales se encuentran en los cotiledones, y el calcio tiene una
predominancia en la testa. Sin embargo, en los cotiledones de L. mutabilis, los
contenidos de K (1.67%), y Mg (0.35%) fueron similares a los de las especies

silvestres de lupino estudiadas, el contenido de P fue mayor (1.24%).
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Figura 50. Contenido de nitrégeno en semillas de cuatro especies de lupinus.
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Figura 51. Contenido de P, K, Ca y Mg de semillas de Lupinus
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5.4.6. Micronutrientes

Las semillas presentaron un alto contenido hierro (Fe) que varié de 49.3 a 81.32
mg Kg-* (Figura 52), el de Zinc (Zn) de 38.18 a 46.9 mg kg-. L. hintonii present6
el menor contenido de Zn (38.2 mg kg-) y de Fe (49.3 mg kg-') de todas las
especies. Los contenidos de Fe son similares a los observados en semillas de
diversas variedades de lenteja (63 a 81 mg kg™), frijol (60-66 mg kg™), haba (77-82
mg kg™), pero superiores a chicharo (18-25) (Cabrera et al., 2003; Karakéy et al.,
2012). Los contenidos de Fe encontrados en las especies de lupinos son mayores
a los mostrados por Ortega-David et al. (2010) en la testa (58 mg Kg-') y
cotiledones (46 mg Kg-'); para Zn, el contenido fue similar al del cotiledén (34 ml
Kg-') y mayor al de la testa (8 mg Kg-) en semillas de L. mutabilis.

Los minerales juegan un rol fisioldgico importante en plantas y en humanos. El
cuerpo humano requiere mas de 22 minerales en su dieta (Karakoy et al., 2012),
siendo los mas importantes P, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, y Mn. Deficiencias de estos
en la dieta puede tener impactos negativos en las habilidades de aprendizaje en
nifios, morbilidad y mortalidad, baja productividad laboral e incremento en los
costos de salud. Las deficiencias mas comunes de micronutrientes son para Fe,
Zn e |, pero ciertos pueblos sufren de deficiencias en Mg, Ca y Se. Se estima que
cerca de 3.7 billones de personas en el mundo tienen deficiencias de Fe (60%) y
gue 54% de esos 3.7 millones estan severamente afectados (Yang et al., 2007). A
este respecto las semillas de lupino pueden ayudar a reducir estas deficiencias
debido a sus altos contenidos en este micronutriente.

L. campestris (9.33 mg Kg-!) y L. montanus (8.97 mg kg-') presentaron los
mayores contenido, y L. hintonii (6.77 mg kg-') el menor. Los contenidos de Cu de
las semillas de L. campestris y L. montanus son similares a los reportados en
cotiledones de semillas de L. mutabilis Sweet (10 mg kg-') (Ortega-David et al.,
2010).

Las especies estudiadas presentan diferencias en el contenido de Mn en sus
semillas. L. campestris (5.34 mg kg™) con el mayor, L. hintonii (3.3 mg kg-) con el

menor.
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Figura 49. Contenido de Fe y Zn en semillas de cuatro especie de Lupinus.

En relacion al contenido de Cobre (Cu), éste vario, entre las especies evaluadas,
de 6.77 a 9.33 mg Kg-*, el Manganeso (Mn) de 3.35 a 5.54 mg Kg-* (Figura 54).
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Figura 52. Contenido de Cobre (Cu) y Magnesio (Mg) en semillas de cuatro

especies de Lupinus.

Estos contenidos son inferiores a 10 ppm que en L. angustifolius son limitativos

para emergencia de plantula (Longnecker et al., 1996). Contenidos superiores de
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Mn han sido observados en cotiledones (38 mg kg-') y en testa (12 mg kg-') de L.
mutabilis (Ortega-David et al., 2010).

Las especies de lupinos presentan contenidos de azufre en las semillas de 1543
mg Kg-'a 2733.5 mg kg-' (Figura 54). Estos valores son inferiores a los reportados
en semillas de Lupinus angustifolius (3584 ppm) por Molvig et al. (1997). La
mayoria de las leguminosas son deficientes en aminoacidos azufrados como
metionina y cisteina. Estos aminoacidos son importantes en la dieta de no
rumiantes, e incluso los rumiantes responden positivamente a adiciones de
metionina en la dieta (Molvig et al., 1997). Las semillas de L. campestris (2733 mg
kg-!) son las que mayor aporte de S total darian al incluirlas en una dieta para
animales.
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Figura 50. Contenido de S en semillas de cuatro especies de lupinus.

5.5. CONCLUSION

e Las semillas estudiadas presentaron diversidad en su morfologia forma vy
color entre las cuatro especies de Lupinus evaluadas, siendo mas evidente
en el porcentaje de testa y peso de semillas.

e Las semillas de las especies estudiadas presentan bajos porcentajes de
germinacion debido a la latencia fisica. La escarificacion mecanica

promovioé la germinacion de manera diferencial entre las especies. Entre las
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especies, L. exaltatus alcanzé el 90% de germinacion en respuesta a la
escarificacion fisica.

e Las semillas de Lupinus contienen elevados niveles de macronutrientes
como P y K y de micronutrientes como Fe y Zn; pero bajos niveles de Ca 'y
Mg.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

1. CONCLUSIONES GENERALES

Las especies de lupino estudiadas presentaron variacibn en componentes
quimicos nutricionales y antinutricionales del follaje, de las vainas y de las
semillas.

Los mayores porcentajes de proteina cruda se encontraron en las semillas (32.5%
a 43.5%), seguidos de los del follaje (19.1 a 25.5%) y del de vainas (10.9 a
22.8%).

En semillas destacaron por sus altos contenidos de proteina y lipidos, menor de
fibra detergente neutro: L. montanus (43%, 7.1%, 21.6%, respectivamente) y L.
campestris (40.5%, 7.0%, 16.7%, respectivamente). L. exaltatus aunque con
menores contenidos de proteina cruda (38.5%) presentd valores similares de
lipidos y fibra detergente neutro. Estas tres especies presentaron un contenido de
taninos condensados totales inferior a 60 g Kg™ y un contenido alto de alcaloides
totales (2.4-2.6%).

A floracion, en el follaje (hojas mas tallos), L. campestris (25.5%, 38.2%), L.
montanus (22.6%, 44.1%) vy L. exaltatus (25.3%, 43.2%) presentaron contenidos
de proteina cruda y de fibra detergente neutro altos y bajos respectivamente, que
podrian ser aprovechados en alimentacion animal, previo tratamiento para reducir
el nivel de alcaloides (1.2 a 2.1%). Los taninos condensados totales fueron bajos
(569 a 1056 mg kg™ MS).

En vainas, L. campestris presentd los mayores contenidos de proteina cruda
(22.8%), lipidos (0.6%) y menor FDN (54.4%). Los alcaloides (2.6%) en contenido
similar a L. montanus y L. exaltatus, aunque el contenido de taninos condensados
totales fue elevado (1056 mg kg™). De las tres especies L. montanus presento el
menor contenido de este ultimo factor antinutricional.

De las cinco especies evaluadas, L. hintonii present6 los mas bajos contenidos de
proteina y el mas alto contenido de alcaloides en sus semillas, hojas mas tallo y

vainas.
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La degradabilidad ruminal de la proteina cruda de semillas de Lupinus fue alta
para todas las especies en estudio. A las 24 h ya se habia degradado mas del
97%, por lo que pueden ser consideradas como una fuente de proteina
rapidamente degradable para el crecimiento de los microbios del rumen.

Mayor variacién entre especies se observo para la degradabilidad de la proteina
cruda en los componentes vainas Yy tallos mas hojas. A las 24 h, L. campestris
presentd la mayor en vainas (90.7%) y en tallo mas hoja L. exaltatus (94.5%). L.
montanus presento alta degradacion de la MS en semillas (96.5%), L. campestris
en vainas (68.4%) y en hojas mas tallo (65.5%).

La degradabilidad ruminal de componentes fibrosos en vainas fue alta para L.
campestris en vainas y L. exaltatus en hojas mas tallo.

Las especies de L. exaltatus y L. campestris presentan potencial para ser
utilizadas en la alimentacion animal por su alta degradacion de la MS y MO, alta
de proteina cruda en semillas y alta capacidad de degradacion de FDN y FDA en
vainas y hojas mas tallo.

Las caracteristicas fisicas de las semillas de las especies en estudio, presentaron
diversidad en su morfologia (color, forma y proporcion de testa). Ademas, se
observd que las especies presentaron latencia. La escarificacion mejoré los
porcentajes de germinacion entre las especies, cuya rango fue de 48 a 91.6%.
Contienen elevados niveles de fésforo y de potasio y micronutrientes como Fe y
Zn.

Lupinus exaltatus y L. campestris de acuerdo a su composicidon quimica,
digestibilidad y alcaloides son promisorias para ser usadas en la alimentacion de

rumiantes. L. montanus por el alto contenido de proteina cruda en sus semillas.
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2. PERSPECTIVAS

Las especies evaluadas de Lupinus silvestres presentes en el estado de Puebla,
muestran un alto potencial nutricional para aprovecharse como fuente alternativa
de proteina, sobre todo sus semillas. No obstante existe el inconveniente del alto
contenido de alcaloides en semillas y vainas y en menor grado en el follaje, que
seria el principal factor limitante para usarlo en la alimentacion animal.

Entre las vias que podrian seguirse para disminuir éste factor antinutricional, una
es el mejoramiento genético a través de la busqueda de genotipos (mutantes
naturales) con un contenido bajo de alcaloides en los ambientes donde crecen, lo
gue seria un arduo trabajo de busqueda y seleccion; o por mutagénesis. La otra es
la aplicacion de métodos fisicos, quimicos o biolégicos para el desamargado de
sus semillas. Estos estudios son necesarios para tener alternativas de utilizacion
de sus semillas en alimentacion animal o humana.

En el caso del follaje por su contenido alto de proteina, bajo en fibras y menor
contenido de alcaloides, podrian probarse diferentes tratamientos de mezclas
dietéticas para reducirse por dilucién a niveles inocuos y ser una alternativa como
ingrediente en dietas para rumiantes.

Sin embargo para el aprovechamiento industrial de las semillas y del follaje de las
especies de lupino estudiadas, se requiere de grandes cantidades de semilla o de
follaje, entonces es necesario iniciar los estudios agrondmicos que incluyan la
comprension de los mecanismos de latencia en las semillas, la evaluacion
fenoldgica, la evaluacion de los componentes del rendimiento, su respuesta a la
fertilizacion de P y K, conocer su capacidad de adaptacion a diferente ambientes,
susceptibilidad o tolerancia a plagas y enfermedades, capacidad de rebrote, entre

otros.
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6. ANEXO

Anexo 1. Analisis de varianza para la degradacion de la materia seca (DIMS),
proteina cruda (DIPC) y materia organica (DIMO) de semillas de cuatro especies

de Lupinus y la Pasta de soya (Glycine max)

Factor Grados de DIMS DIPC DIMO
libertad (gl)

Especie 4 *kk *xk s

Tiempo 4 *kk F*kk Fokk

Especie*Tratamiento 16 Kok Kok Sk

Error 0.3294 0 0.0489

% (n<0.0001).

Anexo 2. Analisis de varianza para la degradacion de la materia seca (DIMS),
proteina cruda (DIPC), materia organica (DIMO), fibra detergente neutro (DFDN) y

fibra detergente acida (DFDA) de vainas de cinco especies de Lupinus.

Factor Grados de DIMS DIPC DIMO DIFDN DIFDA
libertad (gl)

Es pecie 4 Kokok Kkk Kkk kK Kk

Tiempo 4 *kk *kk *kk *kk *kk

Especie*Tratamiento 16 ok Kok koo Kok Kook

Error 0.5412 0.0636 0.5513 1.0618 0.9711

% (n<0.0001).

Anexo 3. Analisis de varianza para la degradacion de la materia seca (DIMS),
proteina cruda (DIPC), materia organica (DIMO), fibra detergente neutro (DFDN) y

fibra detergente acida (DFDA) de hoja mas tallos de cinco especies de Lupinus .

Factor Grados de DIMS DIPC DIMO DIFDN DIFDA
libertad (gl)

ES peCIe 4 *k%k *k%k * *k%k *k%k

Tlem p O 4 *%k% *%% *%*k *%k% *k*k

Especie*Tratamiento 16 *kk *hk ns bl rrx

Error 0.0091  0.0438 0.1425 0.2672 0.255

* (p<0.05); *** (p<0.0001), ns= no signicativo.
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