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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del consumo voluntario de dietas
con niveles ascendentes de Lupinus mutabilis sobre la fermentacion ruminal, balance
de nitrogeno, sintesis de proteina microbial en ovinos, asi como, el efecto de las
dietas sobre la produccion de gas in vitro. El trabajo se realizd en la Granja
Experimental Docente Querochaca, ubicada en el sector de EI Tambo, parroquia la
Matriz, canton Cevallos, provincia de Tungurahua. Se utilizaron cinco ovinos
machos enteros con un promedio de 31.3 Kg, se les suministro una dieta iso-
energeética e iso-proteica con diferentes niveles de chocho para observar la funcion
ruminal al incluir en la dieta taninos, los animales pasaron por un periodo de
adaptacion de quince dias mas un periodo de cinco dias donde se recolectaron
muestras para los analisis de laboratorio, dando como resultado un trabajo de campo
de 100 dias donde cada animal pasaba confinado a su jaula metabolica. EI consumo
voluntario de Taninos Condensados (TC) mostr6é un incremento lineal (P<0.0001) a
medida que se aumenta los niveles de Lupinus mutabilis en la dieta de los ovinos. Sin
embargo, esto no afecto el consumo voluntario de nutrientes, consumo por PV%7y
consumo de nutrientes digestibles, ni la digestibilidad de la MS, MO y FDN entre los
tratamientos (P>0.05). No obstante, la digestibilidad de la PC fue mayor (P=0.0007)
en los tratamientos con niveles ascendentes de Lupinus mutabilis en la dieta,
observandose una respuesta lineal y cuadratica (P=0.0002 y P=0.0080
respectivamente). Con respecto a la digestibilidad de la FDA se observé diferencias
(P=0.0033) entre tratamientos, disminuyendo la digestibilidad de forma lineal
(P=0.0003) a medida que se incrementa el consumo TC provenientes del Lupinus
mutabilis en la dieta (Tabla 7). El contenido de N-NHs en el liquido ruminal fue
mayor (P=0.0006) en los tratamientos T1 y T2 (29.2 y 27.8 mg/L respectivamente)
observandose una reduccion lineal (P=0.0001) a medida que aumenta los niveles de
Lupinus mutabilis en la dieta. Con respecto a los acidos grasos volatiles no se
observo diferencias (P>0.05) entre tratamientos. Sin embargo, se observa una

disminucion lineal (P=0.0065) en el acido acético.
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SUMMARY

The objective of this research was to determine the effect of the voluntary intake of
diets with ascending levels of Lupinus mutabilis on ruminal fermentation, nitrogen
balance, microbial protein synthesis in sheep, as well as the effect of diets on the gas
production in vitro The work was carried out in the Experimental Teaching Farm
Querochaca, located in the sector of the Tambo Cevallos, province of Tungurahua.
Five male sheep with an average of 31.3 kg were used, which were given an iso-
energetic and iso-protein diet with different levels of Lupinus mutabilis to observe
the ruminal function to include tannins in the diet, the animals went through a A
fifteen-day adaptation period plus a five-day period where samples were collected for
laboratory analysis, resulting in 100-day fieldwork where each animal was confined
to its metabolic cage. Voluntary consumption of Condensed Tannins (TC) showed a
linear increase (P <0.0001) as Lupinus mutabilis levels were increased in the sheep
diet. However, this did not affect the voluntary consumption of nutrients,
consumption of PV0.75 and consumption of digestible nutrients, or digestibility of
DM, OM and NDF between treatments (P> 0.05). However, PC digestibility was
higher (P = 0.0007) in treatments with ascending levels of Lupinus mutabilis in the
diet, with a linear and quadratic response (P = 0.0002 and P = 0.0080 respectively).
With respect to the digestibility of the FDA, differences (P = 0.0033) between
treatments were observed, decreasing the digestibility linearly (P = 0.0003) as TC
consumption from Lupinus mutabilis increased in the diet (Table 7). The N-NH3
content in the ruminal fluid was higher (P = 0.0006) in treatments T1 and T2 (29.2
and 27.8 mg / L respectively) with a linear reduction (P = 0.0001) as levels of
Lupinus mutabilis in the diet. Regarding volatile fatty acids, there were no
differences (P> 0.05) between treatments. However, a linear decrease (P = 0.0065) in

acetic acid.



CAPITULO |

1. INTRODUCCION

La produccion ovina en América latina esta basicamente destinada a sistemas de
produccion semi-intensiva y extensiva, por lo tanto, el cuidado médico, nutricional y
reproductivo que se da a los ovinos es deficiente. Se debe prestar mucha atencion a
los balances nutricionales de energia, un aporte insuficiente de energia causara
problemas como: pérdida de peso, descenso en la produccion lactea, acortamiento del
periodo de lactancia y parametros de fertilidad bajos; el total de energia que
consumen los animales mediante los alimentos se utiliza para satisfacer un conjunto
de procesos fisiologicos y metabdlicos, como la regulacion térmica, mantenimiento,
gestacion, lactancia y ganancia de peso; mientras que un déficit en el suministro de
proteina disminuiria la cantidad de &cidos grasos volatiles debido a que el 50% de la
biomasa bacteriana estd compuesta de proteina. Los desbalances energéticos y
proteicos se deben al consumo inadecuado de alimentos o al consumo de alimentos
de baja calidad (Herrera, Jordan, & Senra, 2010; Macedo & Castellanos, 2004; Pinto
et al., 2003; Toral, Hernandez, Amezcua, Izaba, & Benito, 2001).

Se han desarrollado métodos para mejorar la productividad ovina, entre las
estrategias mas usadas esta el mejoramiento genético y alimenticio, de esta manera se
puede aprovechar el potencial de crecimiento de los corderos en sus diferentes etapas
de produccion. Se puede cubrir las necesidades nutricionales mediante la elaboracion
de piensos a base de granos de leguminosas o mediante la inclusion de plantas
endémicas en las dietas forrajeras, el uso de dietas integrales ha sido una opcién que
ha permitido obtener ganancias de peso de los 180 a 250 gramos por cordero en
sistemas intensivos en comparacion con sistemas de produccion en pastoreo y
complementacion alimenticia, con el cual, las ganancias de peso oscilan entre 120 a
147 gramos por cordero. Asimismo, el uso de balanceados comerciales aumentan los
costos de produccién de corderos por lo que para reducir los costos se ha recurrido a
la suplementacion con distintas fuentes de nutrientes como son: follaje de arboles,
arbustos, desechos agroindustriales, melaza y desechos de aves. (Gonzalez-Gardufio,
R.; Blardony-Ricardez, K.; Ramos-Juérez, J. A.; Ramirez-Hernandez, B.; Sosa & y
Gaona-Ponce, 2013).
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Lupinus mutabilis (chocho) es una leguminosa de origen andino que ha sido utilizado
desde tiempos remotos para la alimentacion humana. Actualmente se conoce que esta
planta contiene una gran cantidad de proteina 49,22% en el cotileddn, este valor es
especialmente llamativo debido a que supera la cantidad de proteina presentes en
otras leguminosas usadas para la alimentacion humana y animal, ademas tiene un
porcentaje del 13,91 % de grasa y 27,12 % de extracto no nitrogenado, siendo asi
también una fuente de energia significativa; el analisis bromatoldgico revela que la
fraccion fibrosa de la semilla es del 11,03 % constituida mayoritariamente por
celulosa y hemicelulosa, por lo que se recomienda su utilizacion en rumiantes.
(Ortega-David, Rodriguez, David, & Zamora-Burbano, 2010).

El objetivo de esta investigacion es evaluar el efecto del consumo de dietas a base de
Lupinus Mutabilis sobre produccion de AGVs, degradacion y digestibilidad ruminal
de los nutrientes, pH ruminal, nitrgeno amoniacal y sintesis de proteina microbial

en ovinos.
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CAPITULO Il

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. Produccion ovina en América Latina.

Durante las ultimas décadas la produccion ovina ha pasado de ser una produccion de
traspatio a una produccion semi-intesiva e intensiva. Para elevar los indices de
crecimiento se ha usado como alternativa el mejoramiento genético mediante el uso
de razas mejoradas (Magafia et al., 2011). Los sistemas productivos estan
clasificados segun el estrato econdémico del productor, para implementar un sistema
intensivo el productor toma como Unico objetivo la produccién ovina por lo que
invierte en instalaciones y en el mejoramiento genético mediante la compra de
sementales. Mientras que los sistemas semi-intensivos y los sistemas extensivos son
unidades de produccion complementarias a la produccién bovina, en estos sistemas
no se toma mucho en cuenta el mejoramiento genético ni la alimentacién puesto que
son alimentados con los rechazos del alimento ofrecido a los bovinos (Toral et al.,
2001).

La produccion ovina tiene como objetivos ayudar a cubrir la demanda de carne, lana
y leche para consumo humano. América Latina ocupa el quinto puesto de los
continentes en cuanto se refiere a la poblacion ovina mundial aportando con un 8,5 %
del total general; aunque es el continente con la menor cantidad de unidades ovinas
en relacion a la produccién de carne ovina es el continente con mayor produccién
carnica, siendo Uruguay el pais que presenta mayor crecimiento en la produccion y
en la exportacion de carne, Ecuador ocupa el quinto puesto en la escala de
produccion de carne en america latina pero no cumple con los requisitos necesarios

para ser contado como pais exportador. (Lopez et al., 2012).

En lo referente a la produccidn lactea en América latina esta es una actividad muy
limitada, pues solo es aplicada en las zonas rurales como alternativa de produccion
ovina, existen varios paises, como estados unidos, china, etc; que importan productos
lacteos ovinos lo que indica que se podria dar mas impulso a la produccion lactea
ovina por el creciente mercado potencial (Garcia-diaz, Mantecon, Sepullveda, &
Maza, 2012).
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2.1.2. Fermentacién ruminal.

Podriamos decir que la funcién ruminal es la capacidad de las bacterias que habitan
el rumen para obtener energia y compuestos nitrogenados a partir de carbohidratos y
proteina mediante fermentacion para su crecimiento (Rotger-Cerda, 2004) Las
poblaciones que mayoritariamente habitan el rumen son bacterias, arqueas, eucarias,
hongos y protozoos ciliados. Cada uno de estos organismos tiene una funcion
especifica en el rumen el incremento o la decrecion de las poblaciones depende del
sustrato que deban degradar por ejemplo Ruminococcus albus, Ruminococcus
flavefaciens y Butirivibrio fibrisolvens poseen lipasas que hidrolizaran los lipidos
dejando libres acidos grasos insaturados los que serdn aprovechadas por otros
bacterias, hongos y protozoos quienes a su vez biohidrogenaran los &cidos grasos
insaturados para transformarlos en acidos grasos volatiles(Zapata, Gutiérrez, &
Polanco, 2011). Asi miso se ha demostrado que para mejorar la salud ruminal se
puede utilizar probidticos de bacterias lacticas, la funcién de estos es disminuir la
metalogénesis esto se refleja en el aumento de la concentracion de amoniaco,
digestibilidad del nitrégeno y de la fibra (Galina & Puga, 2009).

2.1.3. Efecto de la dieta en la produccion de metano.

La metanogenesis es el resultado de la fermentacion de los carbohidratos por
poblaciones  microbianas metanogénicas anaerébicas  (Methanobrevibacter
ruminantium, Methanobacterium formicicum, Methanomicrobium mobile) que
fermentan la glucosa a acido acético y reducen el CO2 hasta CH4. La produccion de
metano representa del 2 al 12 % de pérdidas de energia de hecho se considera como
un signo de ineficiencia de utilizacion de energia, este hecho se representa como una
perdida diaria de 1L de leche y 759 de peso en bovinos. La pérdida de energia en
forma de CH4 se obtiene mediante la diferencia de energia del alimento menos la

energia perdida por emision de gases (en mayor proporcion CH4).

La dieta tiene una influencia directa en la produccion de metano, es un hecho que los
alimentos con mayor cantidad de fibra aumentan la produccion de acido acético y por
lo tanto hay mayor produccion de metano; se ha demostrado ademés que los
metabolitos secundarios de origen vegetal tienen un efecto toxico sobre las bacterias
metanogénicas entre esos metabolitos estan los acidos grasos linoleico y cis-oleico,

acidos grasos saturados como el estearico, los aceites esenciales también poseen
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actividad microbiana Gram positiva y negativa debido a los compuestos como:
terpenoides y fendlicos (saponinas, fenilpropanoides.) Quienes inhiben de forma
selectiva el nimero de protozoos estos a su vez suministran un habitat para los
metanogenos que viven dentro y sobre ellos. Aunque las bacterias metanogénicas
ejercen un efecto negativo en la utilizacion de energia eso no significa que no ejerzan
un efecto positivo, por ejemplo regulan la cantidad de hidrogeniones (H2)
manteniéndolo a bajas concentraciones promoviendo el crecimiento de otras especies
bacterianas permitiendo de esta manera una fermentacion mas eficaz (Albarracin,
Henao, & Estrada, 2013; Galindo & Gonzélez, 2009; Polin, Muro, & Diaz, 2014,
Sallam, 2010).

2.1.4. Estrategias de alimentacion ovina.

Se calcula que el gasto en alimentacion en los sistemas de produccion de rumiantes
es del 55-70 % esto se atribuye al inadecuado suministro de alimentos por lo que es
necesario buscar nuevas materias como fuente energética, proteica y mineral, las
especies arboreas o arbustivas suponen una buena opcién debido a su follaje, frutos y
semillas; etas pueden ser usadas en asociacion con gramineas o en forma de banco de
proteina (Guadalupe, Melgarejo, & Castafieda, 2003; Morillo, Diaz, Argenti, &
Ledn, 2005). Debe tenerse en cuanta que el uso de estas especies se puede ver
restringida por su palatabilidad (Pinto et al., 2003). El uso de follaje de especies
arbustivas nativas ha incrementado durante los Gltimos afios debido a que son una
fuente econdmicamente accesible de nutrientes como proteina, energia y minerales
(Rios, Alvarez, & Ronddn, 2005). Generalmente la alimentacion de los ovinos esta
dada por los forrajes que se encuentran en la zona sin complementacion de
balanceados por lo que se pude decir que estan sometidos a una subalimentacion, se
ha demostrado que el uso de balanceados a base de especies forrajeras
proporcionadas ad libitum han mostrado mayor disponibilidad de proteina y menor
grasa a la canal debido a la necesidad de reemplazar rapidamente la proteina de los
organos internos perdida durante el periodo de restriccion alimentaria (Manso, Ruiz,
& Castro, 1998).

2.1.5. Dietas a base de grano.

Una estrategia de alimentacion en rumiantes es el uso de dietas a base de grano

debido al contenido de almidones de rapida digestion presentes en las gramineas,
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varios estudios indican que las tasas de fermentacion ruminal aumentan al alimentar
a los animales con dietas ricas en gramineas, la fermentacion ruminal es 94 % y 74%
para los almidones de maiz y avena respectivamente. (Amela, 2012). La
digestibilidad de los granos de leguminosas se ven afectados por los taninos y
saponinas presentes en el epispermo de la semilla, los taninos forman una pelicula
que restringe el ingreso de enzimas y agua al interior de la semilla reduciendo la
digestion de los almidones, por lo que se recomienda moler las semillas de
leguminosas al realizar balanceados o al administrar directamente para tener un
mayor aprovechamiento (Jersonsky & Coria, 2014). Elaborar dietas a base de
semillas que contengan taninos es una manera de reducir la metanogenésis ruminal,
los taninos disminuyen la formacién de hidrogeno e inhibe a las poblaciones
metanogénicas, por lo que se pueden usar como aditivos para mejorar la
digestibilidad y reducir las emisiones entéricas de CH4 (Bonilla & Lemus-Flores,
2012).

2.1.6. Lupinus mutabilis.

Los Lupinos son una familia de leguminosas que se caracterizan por sus altos
contenidos de proteina siendo este factor el mas importante para ser considerado en
la alimentacion tanto humana como animal, incluso se ha considerado que los
Lupinus son el mayor competidor de la soya; las semillas de Lupinus contienen
alrededor de 32.5 a 43.5 ¢g/100g de proteina cruda dependiendo de la variedad
estudiada; ademas los valores de extracto etéreo, fibra detergente acida y fibra
detergente neutra corresponden con los siguientes valores 6,5 a 7,5 (EE), 16,7-24,7
(FDN), 4,4-7,9 (FDA) (Pérez, Lagunes, LoOpez, Aranda, & Ramos, 2015). Los
metabolitos secundarios presentes en las semillas son compuestos polifendlicos,

taninos condensados Y alcaloides (Lampart-Szczapa et al., 2003).

2.2. CATEGORIAS FUNDAMENTALES

2.2.1. Variable independiente (Lupinus mutabilis)

Nombre comun: Aymara: tauri (Bolivia); Quechua: tarwi, tarhui (Bolivia, Perq),
chuchus muti (Bolivia), chocho, chochito (Ecuador y Norte del Perd), chuchus
(Bolivia), ccequella (Azangaro Pert); Castellano: altramuz, lupino, chocho; Inglés:

Andean lupine, pearl lupin.
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2.2.1.1. Variabilidad y diversidad genética

El tarwi muestra una amplia diversidad genética con gran variabilidad en la
arquitectura de la planta, adaptacion a suelos, precipitacion, temperatura, altitud y
periodo vegetativo. Asi mismo varia en precocidad, contenido en proteinas, aceites,
alcaloides, rendimiento y tolerancia a plagas y enfermedades. El color del grano,
planta y flor es variable. Su centro de origen esta ubicado en la region andina de
Bolivia, Ecuador y Per0, ya que en ellas se encuentra la mayor variabilidad genética.

En esta region se han identificado 83 especies del género Lupinus.

Desde el punto de vista alimenticio, medicinal, ritual, cultural, en la transformacién y
mejoramiento de las especies domesticadas, esta diversidad de parientes silvestres
tiene importancia y repercusion en su utilizacion, proporcionando actualmente al
agricultor disponibilidad sostenida y seguridad alimentaria. Los parientes silvestres
gue muestran esta diversidad y variabilidad encontradas en tarwi (Lupinus mutabilis)
estan representadas por las siguientes especies: Lupinus cuzcensis, L. tomentosus; L.
microphyllus, L. paniculatus, L. aridulus, L. ananeanus, L. condensiflorus, L.
chlorolepis, L. tarapacencis, L. subferuquinous, L. dorae, L. macbrideanus, L.
ballianaus, L. gilbertianus y L. eriucladus. Los usos de cada uno de los parientes
silvestres son clasificados en: alimenticios, medicinales, rituales, culturales, en

transformacion, forraje y combustible.

2.2.1.2. Valor nutritivo

Las semillas son excepcionalmente nutritivas. Estudios realizados en mas de 300
diferentes genotipos muestran que la proteina varia de 41- 51% y el aceite de 14-24%
; la composicion de acidos grasos contenidos en la semilla de Lupinus mutabilis se
puede observar en la tabla 1 (Gross, Hammond, & Menalled, 2001). En base a
analisis bromatologico, posee en promedio 35.5% de proteina, 16.9% de aceites,
7.65%, de fibra cruda, 4.145% de cenizas y 35.77% de carbohidratos, encontrando
correlacion positiva entre proteina y alcaloides, mientras que es negativa entre
proteina y aceite (Jacobsen & Mujica, 2006). En la tabla 2 se puede apreciar un
cuadro comparativo entre el Chocho y la soya otra leguminosa utilizada para la

alimentacion tanto humana como animal.

16



Condiciones de cultivo: climay suelos

Se cultiva en las zonas templadas y frias del Altiplano en valles interandinos de
2.000-3.850 m, aunque experimentalmente se han obtenido buenos rendimientos a
nivel del mar. En lo relacionado al fotoperiodo, es aparentemente indiferente, aunque
se cultiva mas en condiciones de dias cortos. En cuanto a la precipitacion pluvial, sus
requerimientos se sitdan en 350-850 mm, siendo cultivado exclusivamente en
condiciones de secano. Es susceptible al exceso de humedad y moderadamente
susceptible a la sequia durante la floracidn y envainado. No tolera las heladas en las

fases iniciales y en la formacion de vainas (Jacobsen & Mujica, 2006).

Tabla 1 Composicion de acidos grasos de Lupinus mutabilis% de acidos grasos
totales) (Jacobsen & Mujica, 2006)

Acidos grasos %
Oleico (Omega 9) 40.4
Linoleico (Omega 6) 37.1
Linolénico (Omega 3) 2.9
Palmitico 13.4
Palmitoleico 0.2
Esteéarico 5.7
Miristico 0.6
Araquidico 0.2
Behénico 0.2
Erusico 0.0
Cociente Polisaturados/Saturados 2.0

Los suelos que requiere deben ser francos y franco-arenosos con balance adecuado
de nutrientes y buen drenaje, asi como un pH que oscila entre 5 y 7. En suelos
acidos, la fijacion de nitrogeno por el Rhizobium lupini es muy escasa, debiendo
utilizarse en lo posible cepas nativas de cada zona de cultivo(Jacobsen & Mujica,
2006).

Tabla 1. Composicion quimica entre dos leguminosas Lupinus mutabilis Chocho) y
Glycine max (Soya) (g/100g) (Jacobsen & Mujica, 2006)

Chocho Soya
Proteina 44.3 33.4
Grasa 16.5 16.4
Carbohidratos 28.2 35.5
Fibra 7.1 5.7
Ceniza 3.3 55
Humedad 7.7 9.2
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2.2.2. Variable dependiente

2.2.2.1. Fermentacién Ruminal

La fermentacion ruminal comprende todos los mecanismos por los cuales el
rumiante obtiene nutrientes para las poblaciones bacterianas siendo los principales
sustratos los carbohidratos y la proteina, de estos nutrientes obtendran basicamente la

energia y los compuestos nitrogenados para su crecimiento.

En el rumen, la produccidon de los acidos grasos volatiles depende de la composicion
de la racion, la actividad microbiana, el pH del medio y la frecuencia de ingestion de
alimentos.

En general, las raciones a base de forraje producen menos cantidad de &cidos grasos
volatiles, en contraposicion con aquéllas a base de concentrados de alto contenido de
proteinas o de carbohidratos facilmente fermentables. La mayor concentracion de
acidos grasos volatiles en el rumen se observa después de que han transcurrido de 3 a
6 horas de la ingestion del alimento, si éste es ofrecido una sola vez al dia. La
proporcion molar de &cido acético es elevada, entre 60-75%, cuando se suministran
raciones a base de forraje o pastos sin picar o en trozos grandes, la variacion
dependerd del tipo de forraje o pasto, el estado de madurez del mismo, la
fertilizacion de la tierra en que crecid, etcétera El &cido propidnico varia entre 15 y
19% y el butirico sufre variaciones mas amplias, 8 a 16%. Ademas con estas raciones
hay una pérdida considerable de la energia consumida, energia que se pierde bajo la
forma de metano (Zavaleta de Lucio, 2010).

La produccion de metano por los rumiantes se deriva de manera natural del proceso
digestivo en estos, pero constituye una pérdida de energia y contribuye a las
emisiones de gases de efecto invernadero. La conversion anaerobia de materia
organica a CH4 en el rumen involucra un grupo de microorganismos donde los
metanogenos intervienen en el paso final. Primero los hongos, bacterias y protozoos
hidrolizan las proteinas, polisacaridos y lipidos para producir aminoacidos y
azucares, y fermentan estos ultimos a acidos grasos de cadena corta, H2 y CO2. El
CH4 se forma entonces por los metandgenos ruminales, utilizando H2 (80%) vy el

formiato (18%) como sustratos (Sosa, Galindo, & Bocourt, 2007).
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Los microorganismos ruminales son capaces de incorporar en sus proteinas
aminodcidos y péptidos de la dieta y usar el amoniaco para sintetizar de nuevo sus
propios aminoacidos, entre ellos los diez aminoacidos esenciales para los tejidos de
los mamiferos. La sintesis de estos aminoacidos se realiza a partir del amoniaco y
esqueletos carbonados simples, producidos durante la degradacién del alimento. Por
esta razon, los rumiantes subsisten y tienen modestos niveles de produccién, cuando
solo tienen nitrogeno no proteico como fuente de N en la dieta. La sintesis de
proteina microbiana depende de diferentes factores como las fuentes de
carbohidratos y proteinas, el nivel de consumo voluntario, la sincronizacion de las
funciones ruminales, el reciclado ruminal de microorganismos y los factores anti

nutricionales de las plantas que consumen (Rodriguez, Sosa, & Rodriguez, 2007).
Digestion ruminal

La fibra se degrada lentamente, por lo que la adhesion de los microorganismos a la
pared celular es el primer paso para iniciar su degradacion, y para asegurar que los
microorganismos permaneceran en el rumen el maximo tiempo, al asociarse a la
parte mas indigestible de la estructura vegetal. Esta adhesion puede ser via uniones
especificas con adhesinas (moléculas de la superficie microbiana que se une a
receptores del material vegetal), o uniones inespecificas con enlaces idnicos
(Chesson & Forsberg, 1997). Los primeros puntos de unién se localizan en los
bordes de las particulas, en lesiones superficiales o en las estomas. Debido a que la
superficie externa de las estructuras vegetales suele estar recubierta por lignina,
taninos, cutina y la lignina, proporcionando nuevos sitios para la adhesion bacteriana,

por lo que tienen una funcién importante en la degradacion de la fibra (Ho, 1988).

Las bacterias son las primeras en colonizar la estructura vegetal, siendo Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus albus y Ruminococcus flavefaciens las principales
bacterias celuliticas (Hungate, 1966). Después de las bacterias se producird la
colonizacion por protozoos y hongos. Los zoosporos fungicos detectan los azlcares
solubles que difunden de las paredes lesionadas de las estructuras vegetales, van
hasta esta zona, se enquistan e invaden el tejido con sus rizoides(Orpin & Bountiff,
1978). Los protozoos tienen gran actividad celulitica y en determinadas condiciones,
pueden representar mas de la mitad de la actividad celulitica del rumen (Orskov &
Ryle, 1998).
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Una vez adhesionados, se produce la degradacion enzimética que consta de dos
etapas. En la primera etapa, los polisacaridos complejos son hidrolizados hasta
oligosacaridos de cadena corta (celobiosa, maltosa, xolobiosa) y azucares sencillos
mediante las celulasas y hemicelulasas. En una segunda etapa, los polisacaridos
complejos son hidrolizados hasta oligosacéridos de cadena corta (celobiosa, maltosa,
xilobiosa) y azucares sencillos mediante las celulasas y hemicelulasas. En una
segunda etapa, los polisacaridos, complejos son hidrolizados hasta oligosacaridos de
cadena corta (celobiosa, maltosa, xilobiosa) y azucares sencillos mediante las
celulosas y hemicelulosas. En una segunda etapa, los monsacaridos son
metabolizados hasta piruvato y finalmente hasta AGV, siendo el acetato el principal
producto final de degradacion de los carbohidratos fibrosos. La actividad celulasa se
realiza a través de un complejo enzimatico que consta de tres enzimas
(endoglucanasa, celobiohidrolasa y b-glucosidasa) que trabajan sinérgicamente mas

de una xilansa.

Ademas del sinergismo a nivel enzimatico, también son importantes los sinergismos
entre grupos bacterianos, incluso con bacterias no fibroliticas abundantes en dietas
forrajeras (Selenomonas ruminantium, Prevotella ruminicola, Streptococcus bovis,
Treponema o Butyrivibrio). Estas bacterias no celulolitiucas degradan los productos
de la degradacion de la celulosa, como la celobiosa y celodrextrina y aceleran el
proceso digestivo de la celulosa, evitando la inhibicién por producto final. (Cheng,
McAllister, Bae, & Jones, 1994; Russell, 1985). Este sinergismo también esta
presente en la degradacion de la hemicelulosa que es primero solubilizada por
microorganismios no utilizadores de hemicelulosa (Fibrobacter succinogenes y R
uminococcus flavefaciens) para después los polisacaridos solubles ser femnetados
por bacterias que los pueden utilizar pero no degradar, como Prevotella ruminicola
(Fondevila & Dehority, 1996).

Al ser la fibra una mezcla tan heterogénea, sus componentes seran degradados en
distinta por los microorganismos ruminales. Algunos componentes de la pared
celular se degradan rapidamente, mientras que otros practicamente no se degradaran
en el rumen y su degradacion podra continuar en el tracto gastro-intestinal posterior

antes de ser excretados en heces.
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El grado de degradacion de la fibra en el rumen no solamente dependera de la
proporcion de los componentes que la forman, sino que es mas complejo y se vera
afectado por una serie de factores como los que se describen a continuacion (Varga
& Kolver, 1997).

a) Accesibilidad de los microorganismos al substrato.

b) Densidad y actividad de las poblaciones fibroliticas presentes en el rumen.

c) Factores microbianos que controlan la adhesion e hidrolisis mediante

complejos enzimaticos de las poblaciones microbianas adherentes.
d) Factores relacionados con el animal (masticacion, salivacion y cinética

ruminal) que determinaran la accesibilidad del substrato a las bacterias.

2.2.2.2. Degradacion de Carbohidratos.

Los carbohidratos son la principal fuente de energia para los microorganismos
ruminales y el componente cuantitativamente mas importante de la dieta de los
rumiantes. Ademéas de aportar energia a los microrganismos y al rumiante, se

encargan de mantener el 6ptimo funcionamiento del rumen.

Desde el punto de vista estructural, por su biosintesis los carbohidratos se dividen en
estructurales (constituyentes de la pared celular, e incluyen celulosa, hemicelulosa y
pectina) y no estructurales (no son parte de la pared vegetal, y se componen de
azUcares simples, hidratos de carbono de reserva y acidos organicos). Desde el punto
de vista nutricional, mas enfocado a la biodegradacion, se pueden clasificar en
fibrosos (corresponden a la fibra detergente neutra FDN) (Soest, 1987) y no fibrosos.
Como se observa en la tabla 3. Las unicas diferencias entre las dos clasificaciones
son la pectina, que siendo un carbohidrato estructural no se incluye dentro de la FDN
del analisis de Van Soest y la lignina, que sin ser un carbohidrato, se encuentra

intimamente ligado a la pared celular y se incluye dentro de la fraccion de FDN.

Los carbohidratos no fibrosos fermentan rapidamente, aportando energia para los
microrganismos para el animal, pero aumentan el riesgo de acidosis ruminal. En
cambio, los fibrosos son més resistentes a la degradacion, estimulan mas la rumia y
aumenta la produccion de saliva que actia como tampén ruminal. Los carbohidratos
fibrosos tienen inferior concentracion energética y puede limitar la ingestion, pero la

capacidad microbiana para degradarlos es lo que hace especialmente beneficiosa la
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simbiosis con los microrganismos ruminales, ya que las enzimas propias de los

rumiantes no los pueden digerir (Chesson & Forsberg, 1997; Orskov & Ryle, 1998).

Tabla 2: Clasificacion de los carbohidratos (Adaptado de Van Soest, 1982, por (Rotger-

Cerda, 2004).

CARBOHIDRATOS COMPOSICION

No fibrosos

Azucares solubles

Carbohidratos de Mono y di sacaridos

reserva

Almiddn Polimero de glucosa unidas por enlaces a 1-4, al-6
Fructosanos Polimero de fructosa

Levanos Enlaces b 2-6 (forrajes verdes y granos de cereal)
Inulinas Enlaces b 2-1 (tuberculos)

Pectinas Acido galacturénico, arabiosa, galactosa

Acidos organicos Productos de fermentacion de otros carbohidratos (ensilados)
Fibrosos

Celulosa Polimero de glucosa unidas por enlaces b 1-4

Xilanos, glucosa, arabiosa, manosa, galactosa, a.

Hemicelulosa .
galacturonico

Lignina Polimero fendlico unidos por enlaces cruzados muy complejos

2.2.2.3.Degradacion de la proteina.

La proteina es un nutriente esencial en la nutricion de todas las especies animales. En
los rumiantes, el objetivo de la nutricién proteica es doble por satisfacer las
necesidades de nitrogeno de los microorganismos ruminales, y por otras, aportar
amino&cidos al animal. Las necesidades de los microorganismos se pueden cubrir
con fuentes de nitrogeno proteico y no proteico, en cambio, las necesidades del
animal solo se pueden cubrir con aminoacidos, que pueden ser de origen dietario o

microbiano.

A diferencia de lo que pasa en mono-gastricos, el perfil y la calidad de los
aminoéacidos que llega a duodeno es diferente del aportado en la racion, debido a la
degradacion ruminal de los aminoécidos dietarios y al aporte de proteina microbiana,
sintetizada a partir de la energia derivada de los carbohidratos y de compuestos

nitrogenados simples (Wallace, Onodera, & Cotta, 1997). Esta proteina microbiana
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junto con la proteina que escapa de la degradacién ruminal es directamente
disponible para ser digerida y absorbida por el rumiante.

2.2.2.4. Clasificacion de los componentes nitrogenados que llegan al rumen.

De los aportes nitrogenados hay que diferenciar, en primer lugar, entre las fuentes
exogenas procedentes del alimento y las fuentes endégenas aportadas por el propio
rumiante. Después hay que hacer una segunda clasificacion, donde estos compuestos
nitrogenados tanto dietarios como enddgenos, las muco-proteinas salivares y las
células de descamacion epitelial son fuentes de proteina verdadera, y la urea de
nitrébgeno no proteico. Los aportes enddgenos son importantes in vivo, al hacer
balances de nitrogeno, porque el nitrdgeno duodenal puede ser mas alto que el
ingerido (Orskov & Ryle, 1998).

La proteina verdadera, tanto enddgena como exdgena, se puede clasificar en
degradable y no degradable. La degradable aportard péptidos, aminoacidos y
amoniaco a los microorganismos ruminales y la no degradable aportard péptidos y
aminoacidos directamente al animal. La proporcion de proteina degradable y no
degradable en un alimento dependera del ritmo de degradacion de la proteina y del
tiempo de permanencia en el rumen, por lo que no hay un valor Unico para cada

ingrediente.

2.2.2.5. Proceso de degradacion de los compuestos nitrogenados.

La hidrolisis de la proteina en el rumen es un proceso complejo de varias etapas. En
primer lugar se solubiliza la fraccion soluble; después se adhieren los
microorganismos a la proteina insoluble y en ese punto la cadena peptidica es
atacada por diversas exo y endo proteasas, liberandose péptidos y aminoacidos. Estos
péptidos y aminoacidos libres seran absorbidos rapidamente por los microorganismos
para ser incorporados directamente a la sintesis proteica o para ser descarboxilados y
desaminados produciendo AGV, CO2 y amoniaco (Owens, Zinn, & Corona, 2006).
Este proceso se dividird en las fases de protedlisis, peptidosis y metabolismo de

aminoacidos.
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2.2.2.6. Metabolismo de los aminoécidos.

La mayoria de aminoacidos se producen intracelularmente tras la degradacién de
péptidos pequefios, por lo que su nivel en el liquido ruminal es muy bajo, a
excepcion de una hora después de comer que su concentracion puede aumentar
(Wallace et al., 1997). Los aminodcidos libres presentes en el liquido ruminal
proceden mayoritariamente de la lisis de microorganismos (Nolan, Provenza, &
Lynch, 1994) y de la sintesis microbiana. La alamina se sintetiza al haber un exceso
de amoniaco y actla como reserva de nitrogeno y piruvato (Erfle, Mahadevan, &
Sauer, 1977).

Los amino&cidos se pueden metabolizar mediante descarboxilacion, trasaminacién o
desaminacion no oxidativa (Tamminga, 1979). Esta ultima via es la mayoritaria
seguida de la descarboxilacion de los cetoacidos, para producir AGV, dioxido de
carbono y amoniaco. En condiciones normales, la descarboxilacién de aminoacidos
para formar aminas es poco importante, pero puede cobrar importancia en
condiciones de pH acido (Tamminga, 1979). La velocidad de desaminacion de
aminoéacidos, tanto esenciales como no esenciales, hasta amoniaco es rapida por lo
que vendra limitada por la velocidad de captacidn de péptidos y aminoacidos por los

microorganismos (Hino & Russell, 1985).

Durante la desaminacién no oxidativa y descarboxilacion de los cetoacidos se
produce muy poca energia, por lo que no es el principal producto de la reaccion
(Cotta & Hespell, 1986). Es mucho méas importante la produccién de amoniaco,
principal fuente de nitrdgeno para la sintesis microbiana y la produccién de AGVR
(isovalerato, 2-metilbutirato e isobutirato, formados a partir de los amino&cidos
leucina, isoleucina y valina, respectivamente). Los AGVR son esenciales para la
sintesis de aminoacidos ramificados y para el crecimiento de las especies celuliticas
(Wallace et al., 1997).

En los protozoos ciliados, los aminoacidos resultantes de la proteolisis intracelular
podran ser excretados al exterior, incorporados a su sintesis proteica, o bien
desaminados en un proceso similar al bacteriano (Wallace et al., 1997). La mayoria
de especies de protozoos tienen un actividad desaminasa 3 veces mas alta que la
bacteriana (Cotta & Hespell, 1986; Forsberg, Lovelock, Krumholz, & Buchanan-
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Smith, 1984; Hino & Russell, 1985). Por esta razon, y porque pueden llegar a
representar un alto porcentaje de la biomasa ruminal, en la defaunacién se reducen

los niveles de amoniaco ruminales (Wallace et al., 1997)

2.2.2.7. Sintesis de proteina microbiana.

Como se ha visto en los apartados anteriores las bacterias fermentan los hidratos de
carbono y la proteina dietaria para obtener esqueletos carbonados, energia y
compuestos nitrogenados simples para sintetizar proteina propia para su crecimiento.
Esta proteina microbiana puede representar entre el 40 y el 100 % de la proteina
metabolizable para la nutricién del ganado de carne, disminuyendo al aumentar el
contenido en proteina no degradable de la dieta (Owens et al., 2006; Spicer, Theurer,
Sowe, & Noon, 1986). La proteina microbiana es de alto valor bioldgico y de

composicion muy constante en dietas muy diferentes (Orskov & Ryle, 1998).

En la practica, la sintesis de proteina microbiana suele medirse como la cantidad de
proteina microbiana sintetizada en el rumen que fluye al intestino delgado del
rumiante (flujo de proteina microbiana). La sintesis neta y el flujo de proteina al
intestino no son equivalentes, debido al reciclaje de proteina en el rumen. También se
considera que en su totalidad es de origen bacteriano, porque aungue los protozoos
puedan llegar a representar el 40% del nitrogeno microbiano total, quedan
secuestrados en el rumen y contribuyen minoritariamente, entre un 10 y un 30 % al
flujo de proteina microbiana que llega a duodeno (Leng, 1990; Veira, 1986). Por otra
parte, hay muy poca informacién sobre la composicién aminodcidica de los

protozoos y se considera que es la misma que la bacteriana.

2.2.3. Unidad de analisis (Ovinos)

2.2.3.1. Descripcion de la especie.

Existen numerosas razas de esta especie por lo que pueden ser muy variables en
tamafo y color (negro, café, café claro, manchado, blanco, etc.). En general se
caracterizan por tener un cuerpo y patas relativamente robustas, pelaje abundante y

largo, hocico alargado y cola pequefia; orejas pequefias a grandes. Poseen cuernos
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gruesos y en forme de una marcada espiral que va hacia arriba, luego atras y
finalmente hacia el frente, extendiéndose un poco hacia los lados; pueden estar
presentes 0 no en las hembras. Algunas razas pueden incluso presentar uno o hasta 4
cuernos. EIl pelaje puede variar en color del café, blanco, negro o una mezcla de
estos. En los ejemplares silvestres y algunas razas primitivas, la cubierta de pelaje
inferior (compuesta por pelos cortos y lanosos) se muda cada afio en la primavera. La
cubierta de pelaje exterior esta compuesta por pelos largos y méas gruesos y rigidos.
Las principales diferencias con las cabras es que los machos no son olorosos, no

presentan barba y la cabeza es concava y no convexa (Alvarez-Romero, 2005).

2.2.3.2. Informacién taxonémica.

Los ovinos son mamiferos cordados pertenecientes a la familia Bovidae. Su
clasificacion taxonomica completa se encuentra en la tabla 4. Existen numerosas
razas de esta especie por lo que pueden ser muy variables en tamafio y color (hegro,
café, café claro, manchado, blanco, etc.). En general se caracterizan por tener un
cuerpo y patas relativamente robustas, pelaje abundante y largo, hocico alargado y
cola pequefia; orejas pequefias a grandes. Poseen cuernos gruesos y en forme de una
marcada espiral que va hacia arriba, luego atrds y finalmente hacia el frente,
extendiéndose un poco hacia los lados; pueden estar presentes o no en las hembras.
Algunas razas pueden incluso presentar uno o hasta 4 cuernos. El pelaje puede variar
en color del café, blanco, negro o una mezcla de estos. En los ejemplares silvestres y
algunas razas primitivas, la cubierta de pelaje inferior (compuesta por pelos cortos y
lanosos) se muda cada afio en la primavera. La cubierta de pelaje exterior esta
compuesta por pelos largos y mas gruesos y rigidos. Las principales diferencias con
las cabras es que los machos no son olorosos, no presentan barba y la cabeza es

concava y no convexa (Alvarez-Romero, 2005; Clutton-Brock, 1999; Nowak, 1999).

Tabla 3: Clasificacion taxondmica de los ovinos ( Adaptado de
Linnaeus, 1758 por (Alvarez-Romero, 2005)

Reino Animalia
Phylum Chordata
Clase Mammalia
Orden Artiodactyla
Familia Bovidae
Nombre cientifico Ovis aries
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CAPITULO Il

3.1. HIPOTESIS

La inclusion de Lupinus mutabilis como fuente de tanino en la dieta de ovinos,
favorece la fermentacion ruminal, incrementa la retencion de nitrégeno y la sintesis

de proteina microbial.

3.2. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del consumo voluntario de dietas con niveles ascendentes de
Lupinus mutabilis sobre la fermentacion ruminal, balance de nitrégeno, sintesis de
proteina microbial en ovinos, asi como, el efecto de las dietas sobre la produccion de

gas in vitro

3.2.1. Objetivos Especificos

e Determinar el efecto del consumo de dieta con niveles ascendentes de Lupinus
mutabilis sobre el patron de fermentacion (AGVSs), nitrobgeno amoniacal,
digestibilidad aparente de los nutrientes, y en ovinos.

e Evaluar el efecto del consumo de dieta con niveles ascendentes de Lupinus
mutabilis sobre el balance de nitrégeno y sintesis de proteina microbial en
ovinos.

e Estimar la produccion de gas in vitro como efecto de las dietas con niveles

ascendentes de Lupinus mutabilis.
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CAPITULO IV

4.1. MATERIALES Y METODOS

4.1.1. Ubicacion del experimento

El trabajo se realizo en la Granja Experimental Docente Querochaca, ubicada en el
sector de EI Tambo, parroquia la Matriz, canton Cevallos, provincia de Tungurahua,
a una altitud de 2868 msnm; en las coordenadas geograficas 1° 21" 02” de latitud Sur
y 78°36°21” de longitud Oeste (Sistema de Posicionamiento Global, GPS).

4.1.2. Animal, alojamiento, alimentacion y tratamientos

Tabla 4. Ingredientes y composicion quimica de las dietas experimentales con
niveles ascendentes de Lupinus mutabilis (g/kg MS; excepto donde se menciona lo
contrario)

Tratamientos

T1 T2 T3 T4 T5
Palmiste 189.7 189.3 190.0 189.7 202.8
Afrecho 531.2 530.3 525.3 527.8 423.8
Soya 1475 98.4 50.6 0 0
Maiz 42.6 42.6 42.8 42.6 45.4
Chocho 0 50.5 100.5 150.0 200.0
Aceite palma 64.0 63.9 65.8 64.9 103.0
Sal 10 10 10 10 10
V+M 15 15 15 15 15
Total 1000 1000 1000 1000 1000

Composicion quimica

MS 887.0 899.1 901.0 910.0 903.1
MO 962.3 974.6 960.5 958.9 965.8
PC 209.1 202.7 209.7 200.0 201.5
FDN 425.1 439.4 406.0 436.2 398.2
FDA 174.3 188.9 167.2 196.7 188.5
EB (MJ/kg MS) 20.2 20.4 20.7 20.7 21.7
TC Nd 11.0 22.1 33.0 45.8

Se utilizaron cinco ovinos machos enteros con un promedio de 31.3 Kg, a los cuales
se les suministro una dieta isoenergética e isoproteica con diferentes niveles de
chocho para observar la funcion ruminal al incluir en la dieta taninos, los animales
pasaron por un periodo de adaptacion de quince dias mas un periodo de cinco dias
donde se recolectaban las muestras para los andlisis de laboratorio, dando como
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resultado un trabajo de campo de 100 dias donde cada animal pasaba confinado a su

jaula metabolica.
Consumo voluntario y digestibilidad aparente de los nutrientes

Para obtener el consumo voluntario se suministraba 2 Kg de concentrado peletizado
durante un periodo de 24 horas, después de este tiempo se recolectaba la cantidad de
alimento sobrante en el comedero para pesarlo y restar del alimento ofrecido.

Cada 24 horas se recolectaba ademas las heces y se pesaba para luego guardar una
muestra de 200 gr de cada animal, con las cuales se hicieron los analisis

digestibilidad aparente de los nutrientes.
Acidos grasos volatiles y Nitrégeno amoniacal.

Las muestras fueron recolectadas el uGltimo dia de cada periodo experimental
directamente desde el rumen por medio de una sonda naso gastrico y absorbido a
presion mediante una jeringuilla de alimentacion. Un total de 50 ml de liquido
ruminal fue obtenido de cada animal. Las muestras fueron filtradas para sacar
submuestras de 10 ml las cuales fueron preservadas con 10 ml de HCL al 5% vy
almacenadas a 4°C del cual se obtuvo el N-NH3; otra submuestra de 10 ml de
liguido ruminal fue mezclado con 2,5 ml de H3PO4 al 25 % y almacenado a 4|°C del
cual se obtuvo los AGVs.

Balance de nitrégeno

Se recolecto orina consecutivamente los ltimos cinco dias de cada tratamiento y se
midio el total del volumen para luego tomar muestras de 50 ml las cuales se llevaron
al laboratorio para estabilizar las muestras con HCL y se mantuvieron a una
temperatura de 4°C, hasta cuando todos los animales pasaron por todos los
tratamientos, una vez que se obtuvieron todas las muestras se realizé un mezcla con
las muestras segun el tratamiento. De estas muestras se obtuvo nitrégeno ureico,

acido drico, urea y derivados de purinas.

Se realizé el mismo proceso con las heces y se midié la cantidad de proteina

mediante el método de DUMAS para aplicar la formula de retencién de Nitrogeno.
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Produccion de gas in vitro

Para estas pruebas el contenido ruminal (liquido y la fraccion solida) se obtuvo de
forma separada de los toros directamente de las fistulas ruminales, el contenido
ruminal fue colectado antes de la alimentacion en la mafiana y almacenado en
recipientes plasticos y trasportados al laboratorio donde fueron procesados dentro de
la primera hora tras la coleccion. Las muestras de alimento fueron tomadas segun los
tratamientos. La preparacion de medios ricos en N (saliva artificial) se realizé segln

lo descrito por Menke & Steingass 1988.

La produccion de gas se realiz6 mediante la técnica in vitro descrita por Theodorou
1994 la cual consiste en colocar 0,500 mg de MS de muestra (dietas
experimentables) en botellas de vidrio con capacidad de 100 ml; en las botellas se
incubard 60 ml de in6culo (70:30 medio; saliva artificial/indculo; contenido ruminal)
bajo contentaste flujo de CO». Las botellas se incubardn entre 39 — 40 °C. La
medicion de la presion de gas y el volumen fue medido manualmente a los siguientes
tiempos 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 30 y 48 horas posterior a la incubacion con un
transductor de presion (DO 9704, Delta OHM, ltalia) y jeringas plasticas. Para cada
tratamiento 6 botellas fueron usadas por tratamiento en cada tiempo Yy tres botellas
adicionales se usaron como blancos. Al final de las 48 horas de incubacion se estimo

la digestibilidad in vitro.

Anélisis quimicos

La Materia Seca, Nitrégeno, y Ceniza fueron determinados segin la metodologia
descrita por AOAC (1990). La Fibra Detergente Neutra y la Fibra Detergente Acida
se determinaron mediante el método 5 y 6 respectivamente del analizador Ankom
Technology 2000. Los AGVs se determinaron de acuerdo a la metodologia descrita
por Ryan (1980) usando un cromatografo de gases. EI N-NHz se determind con una
técnica colorimétrica usando un espectrofotometro segln la metodologia descrita por
Barros-Rodriguez et al. (2015). La Energia se obtuvo a partir de un Calorimetro
isperibolico (J/g). Y la Proteina se obtuvo mediante el método DUMAS.
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Disefio experimental y anélisis estadisticos

Se realiz6 un disefio de cuadrado latino 5 x 5 utilizando como factor de bloqueo el
tiempo (periodos experimentales) como se puede observar en la tabla 6. EIl primer
periodo experimental comprendié 15 dias de adaptacién y 5 dias de muestreo, al
terminar este, cada animal paso al siguiente tratamiento por los mismos tiempos de
adaptacion y muestreo hasta que todos los animales pasaron por todos los
tratamientos. Todas las variables fueron analizadas segun el disefio planteado,
mediante el PROC GLM SAS 2009.

Digestibilidad in vitro y produccién de gas se realizO mediante un disefio de
cuadrado latino con cinco repeticiones y cinco tratamientos. Estos datos se analizd
mediante el PROC GLM SAS 2009. La comparacion de medias de todas las
variables se analizaron mediante la prueba de Tukey del paquete estadistico SAS
2009.

Tabla 5. Modelo estadistico: cuadrado latino 5x5

COLUMNAS
H AT1 BT2 CT3 DT4 ETS
:_ BT3 CT4 DT5 ET1 AT2
E CT1 DT2 ET3 AT4 BT5
R DT1 ET2 AT3 BT4 CT5
? ET4 ATS5 BT1 CT2 DT3
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CAPITULO V

5.1. RESULTADOS

Consumo voluntario y digestibilidad de nutrientes

El consumo voluntario de Taninos Condensados (TC) mostré un incremento lineal
(p<0.0001) a medida que se aumenta los niveles de Lupinus mutabilis en la dieta de
los ovinos. Sin embargo, esto no afecto el consumo voluntario de nutrientes,
consumo por PV%" y consumo de nutrientes digestibles, ni la digestibilidad de la
MS, MO y FDN entre los tratamientos (p>0.05). No obstante, la digestibilidad de la
PC fue mayor (p=0.0007) en los tratamientos con niveles ascendentes de Lupinus
mutabilis en la dieta, observandose una respuesta lineal y cuadratica (p=0.0002 y
p=0.0080 respectivamente). Con respecto a la digestibilidad de la FDA se observo
diferencias (p=0.0033) entre tratamientos, disminuyendo la digestibilidad de forma
lineal (p=0.0003) a medida que se incrementa el consumo TC provenientes del

Lupinus mutabilis en la dieta (Tabla 7).
Nitrogeno amoniacal y &cidos grasos volatiles

El contenido de N-NHs en el liquido ruminal fue mayor (p=0.0006) en los
tratamientos T1 y T2 (29.2 y 27.8 mg/L respectivamente) observandose una
reduccion lineal (p=0.0001) a medida que aumenta los niveles de Lupinus mutabilis
en la dieta. Con respecto a los &cidos grasos volatiles no se observo diferencias
(p>0.05) entre tratamientos. Sin embargo, se observa una disminucion lineal
(p=0.0065) en el acido acético y un incremento lineal en el acido Isovalérico y ratio
Acético/Propidnico (p=0.0170 y p=0.0039 respectivamente) a medida que aumenta

los niveles de Lupinus mutabilisen la dieta (Tabla 8).
Balance de nitrogeno y aporte de N microbial

El consumo de nitrégeno no mostrd diferencias (p=0.9761) entre tratamientos. La
excrecion mostré una disminucién lineal (p=0.0128) y cuadratica (p=0.0106) a
medida que incrementa los niveles de Lupinus mutabilis en la dieta. Obteniendo el
mayor (p=0.0148) contenido de N en las heces los tratamientos T2, T3. Con respecto

al N en la orina se observa una disminucién lineal (p<0.0001) al incrementarse los
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niveles de Lupinus mutabilis en la dieta, obteniendo la mayor (p<0.0001) excrecién
de N los tratamientos T1, T2 y T3. La retencion de N fue mayor (p<0.0001) en los
tratamientos T4 y T5 obteniendo una respuesta lineal (p<0.0001) a los niveles de

Lupinus mutabilis en la dieta (Tabla 9).

Tabla 6: Consumo voluntario y digestibilidad de los nutrientes (g/Kg MS excepto
donde se muestra lo contrario) de dietas con niveles crecientes de Lupinus mutabilis.

Tratamientos Contrastes
T1 2 K T4 T5  ESM P L C o)
Consumo
voluntario
MS 1195.0 1179.6 11929 11512 11586 131.0 0.9989 0.8092 0.984 0.961
a a a a a 0 8 3
MO 11499 11497 11459 11039 11189 126.0 0.9984 0.7897 0.987 0.880
a a a a a 9 0 7
PC 249.8a 246.6a 249.4% 240.7a 242.2a 27.39 09989 0.8095 0.984 0.960
6 7
FDN 508.0a 518.3a 484.3* 500.9a 461.3a 55.58 0.9554 0.5360 0.815 0.946
0 1
FDA 208.3a 222.8a 199.4* 226.4a 218.3a 2412 09296 0.7585 0.954 0.970
8 7
TC 0.0d 129dc  26.3cb  37.9b 53.0a 3.44 <0.000 <0.000 0.854 0.781
1 1 3 9
Consumo PV
MS 73.8a 72.2a 73.0a 69.7a 72.4a 6.83 0.9949 0.8081 0.857 0.871
9 6
MO 71.0a 70.4a 70.12 66.9a 69.9a 6.57 0.8755 0.4108 0.509 0.995
8 8
PC 15.4a 15.1a 15.28 14.5a 15.1a 1.42 0.9939 0.7930 0.853 0.861
3 1
FDN 3l.4a 31l.7a 29.62 30.3a 28.8a 2.91 0.9505 0.4904 0.939 0.977
4 8
FDA 12.8a 13.6a 12.18 13.7a 13.6a 1.26 0.8826 0.6823 0.779 0.886
8 1
Consumo de nutrientes digestibles
MS 829.5a 858.6a 859.5a 825.8a 839.5a 93.77 0.9983 0.9641 0.852 0.802
2 7
MO 769.2a 780.5a 789.9a 756.8a 768.6a 86.95 0.9992 0.9292 0.909 0.866
7 6
PC 174.7a 188.3a 197.0a 190.4a 191.6a 20.63 0.9546 0.5872 0.608 0.846
6 4
FDN 2849a 299.9a 269.1a 273.2a 253.4a 2541 0.7566 0.2779 0.718 0.789
7 8
FDA 158.8a 171.4a 152.3a 168.8a 155.7a 17.47 0.9200 0.8742 0.813 0.969
6 8
Digestibilidad
MS 697.4a 726.2a 721.1a 716.1a 722.42 9.21 0.2343 0.1856 0.206 0.136
7 3
MO 669.1a 682.8a 686.2a 689.6a 685.82 18.32 0.9409 0.4955 0.615 0.956
0 2
PC 696.2b 765.8a 793.4a 796.5a 793.2* 1546 0.0007 0.0002 0.008 0.474
0 6
FDN 569.7a 581.8a 565.9a 554.4a 552.62 21.78 0.8744 0.3830 0.776 0.590
5 1
FDA 770.0a 771.4a 763.8a 744.9a 714.0b 10.15 0.0033 0.0003 0.059 0.922
b 7 1

b Medias con la misma letra en una fila no difieren P>0.05. T1; dieta sin Lupinus mutabilis T2: T3: T4 y T5.(5, 10, 15, 20 %
inclusion de chocho), EEM: error estandar de la media
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La excrecion de derivados de purina en la orina de los ovino mostré una disminucion
lineal (p<0.0001y p<0.0001 respectivamente) en Alantonia y acido urico a medida
que incrementa el Lupinus mutabilis en la dieta. Con respecto a la Xantina +
Hiposantina no mostré diferencias (p=0.7843) entre tratamientos. La mayor
(p<0.0001) excrecion total de purinas, aporte de N microbial y eficiencia de
conversion de N microbial en g/dia fue en T4 y T5, observandose una respuesta

lineal a los tratamientos (Tabla 9).
Cinética de produccion de gas in vitro

La produccion de gas in vitro (PG) fue menor (p=0.0005) en los tratamientos con
niveles ascendentes de Lupinus mutabilis en la dieta, con una reduccion de 55 a 76
mL/0.5g MS fermentable frente al testigo (T1), mostrando una respuesta lineal
(P=0.0022), cuadratica (p=0.0143) y cubica (p=0.0046) a los tratamientos. La
asintota de produccién de gas (B1l) no mostré diferencias (p=0.1239) entre
tratamientos. La tasa de produccion de gas h! (C1) fue mayor (p<0.0001) en T2, T3y
T4 mostrando una respuesta cuadratica (p<0.0001) a los tratamientos. Con respecto a
las horas de produccion de gas in vitro en todas las horas de muestreo se observo una
disminucion lineal (p<0.05) a medida que se incorpora el Lupinus mutabilis en la
dieta de los ovinos (Tabla 10).

Tabla 7: Nitrégeno amoniacal y &cidos grasos volatiles de dietas a niveles
crecientes de Lupinus mutabilis.

Tratamientos Contrastes
ESM P
T1 T2 T3 T4 T5 L C Q
N-NH3 29.2a 27.8ab  26.5b 26.9b 24.9b 2.95 0.0006 0.0001 0.0873 0.9843
mg/L
AGV individual moles %
Acetico 53.22a 52.60a 51.70a 51.5a 50.8a 0.61 0.0871 0.0065 0.8299 0.9190

Propoonico 32.04a 32.10a 33.0a 33.04a 33.07a 0.66 0.3802 0.0571 0.8930 0.9180
Butirico 11.00a 11.5a 11.48 11.4a 11.6a 0.521 0.9374 0.5196 0.7924 0.6158
Isobutirico 1.32a 1.30a 1.402 1.3a 1.22a 0.070 0.5214 0.3799 0.2388 0.6582
Isovalerico  1.14a  1.24a 1.222 1.34a 1.32a 0.055 0.1201 0.0170 0.6375 0.9110
Valerico 1.44a  1.34a 1.302 150a 1.44a 0.052 0.0822 0.3470 0.1192 0.0684
Ratio A/P 1.66a 1.64a 1.578 1.56a 151a 0.037 0.0559 0.0039 0.9888 0.9203

Medias con la misma letra en una fila no difieren P>0.05. T1; dieta sin Lupinus mutabilis T2: T3: T4 y T5. (5, 10, 15, 20 %
inclusion de chocho), EEM: error estandar de la media
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5.1. DISCUSION

Las dietas a base de chocho mostraron mejores resultados en cuanto a digestibilidad,
degradabilidad, sintesis de proteina microbial y produccién de gas en comparacion a
la dieta testigo formulada a base de soya. Los resultados de digestibilidad obtenidos
en la Tabla 6 son mejores en el tratamiento 2 el cuales tiene una inclusion del 5 % de
Lupinus mutabilis esto se debio a la cantidad de compuestos secundarios presentes
en la mayoria de las leguminosas, siendo los mas comunes los taninos y las
saponinas. Se ha demostrado que los compuestos secundarios son benéficos en una
dieta de hasta el 4% de inclusion, por ejemplo los taninos hidrolizados mejoran el
balance de nitrégeno debido a que las uniones tanino-proteina son hidréfobos
aumentando la cantidad de proteina digestible en el intestino (efecto by-pass); a
partir de esa concentracion presentan efectos anti-nutricionales para los rumiantes:
los efectos negativos de los taninos son: 1. inhibicion sobre las enzimas: proteasas,
zimdgenos, lipasas, a amilasas, celulasas, b glucosidasas y ureasas, dando como
resultado menor proporcion de energia y proteina disponible para las colonias
ruminales; 2. Reduccion selectiva de poblaciones bacterianas celuloliticas, lo cual se
traduce en la menor digestion de FDA y FDN (efecto que se muestra en la tabla 6),
3. Los taninos condensados forman complejos muy fuertes que disminuyen la
digestion de las proteinas para los microorganismos ruminales aumentando la
cantidad de proteina en las heces. En tanto que las saponinas forman complejos con
los esteroides en las membranas de los protozoos causando su muerte, si las
poblaciones metanogénicas disminuyen se obtiene menor cantidad de AGV’s de
cadena corta (Goel & Makkar, 2012; Jayanegara, Leiber, & Kreuzer, 2012). Las
concentraciones de taninos son benéficos del 2-4 %, los efectos anti nutricionales se
observan a partir del 5-9 % y los efectos toxicos o mortales son a partir del 9%
(Seresinhe & Pathirana, 2003).

La produccion de metano, AGVs y Materia Organica fermentable disminuye
mientras se aumentan los niveles de taninos en las dietas. La disminucién de Co2 y
CH4 se debe a la reduccion de protozoos metanogénicos o a la reduccion de
poblaciones metanogénicas asociadas a la pared protozoaria. El efecto positivo de
esta supresion protozoaria se evidencia al mejorar la eficiencia energética del

rumiante, puesto que el hidrogeno libre resultante de la metanogenésis es reciclado y
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redireccionado para la formacion de productos como propionato y butirato (Cieslak
etal., 2016; Silva et al., 2017).

Tabla 8: Balance de nitrogeno Yy sintesis de proteina microbial.

Tratamientos Contrastes
ESM P

T1 T2 T3 T4 T5 L c Q

Balance de nitrogeno (g/d)
Consumo N 399a 382a 39.9° 36.8a 373a 428 09761 0.6334 09725 0.9930
N en heces 79ab 8.7° 822 80ab 6.2b 0.46  0.0148 0.0128 0.0106 0.8691

N en orina 23.1a 195a 204* 156b 156b 1.00 <.0001 <.0001 0.7221  0.9020
Retencion 8.8¢c 99¢c 112c 131a 153a 057 <0001 <.0001 0.1877 0.9922
b b

Derivados de purinas
Alantoina 153c 16.8c 21.1b 283a 293a 0.72 <0001 <0001 0.4625 0.0009

Acido drico 97¢c 127b 137b 14566‘ 167a 058 <0001 <0001 0.4044 0.1079
Xa+ Hi 34a 3.9 31* 34a 28a 061 07843 04151 0.6503 0.8235
Total 285d 335c 37.9b 46.4a 49.0a 080 <0001 <0001 0.7675 0.0475
ANM g/dia 246d 29.0c 3280 402a 424a 069 <0001 <0001 0.7905  0.0449
ENM 57.1c 6555‘3 737b 89.9a 953a 251 <0001 <0001 08189 0.1914

Medias con la misma letra en una fila no difieren P>0.05. T1; dieta sin Lupinus mutabilis T2: T3: T4y T5., EEM: error
estandar de la media. Xa+Hi: Xantina e Hipoxantina

El metano es un gas producido por la fermentacion de carbohidratos y otros sustratos
a nivel ruminal, los taninos tienen la habilidad de ligarse a las proteinas, esta unién se
mantiene gracias al pH ruminal (5-7) pero al pasar hacia el abomaso el pH baja (2,5-
3,5) lo que permite la liberacién de la proteina para ser absorbida a nivel de duodeno
(Mohammadabadi, Chaji, & Tabatabaei, 2010); si disminuimos la fermentacion
proteica ruminal cambiamos indirectamente el patron de fermentacion ruminal y
produccién de AGVs ya que se disminuye los niveles de amoniaco, los niveles
inferiores a 80 mg N/I ocasionan una depresion de la digestibilidad de FDA y FDN,
ademas que NH3 es un producto de la desaminacion de amino acidos mientras que
AGVs como: isobutirico e isovalérico son productos del rompimiento de esqueletos
carbonados de los aminoacidos en la fermentacion ruminal. En resumen la formacion
de complejos tanino- proteina ocasiona: 1. Reduccion de actividades enzimaticas
celulolitica, proteolitica y ureolitica, 2. Altera el patron de fermentacién ruminal
inhibiendo las poblaciones metanogénicas, 3. Reduce la degradacién microbial de
carbohidratos, 4. Disminucion de concentraciones de amoniaco debido a la reduccion
de la actividad proteolitica, degradacion de péptidos y desaminacion de aminoacidos
en el rumen (Gemeda & Hassen, 2015; Mohammadabadi et al., 2010).
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Tabla 9. Cinética de produccion de gas in vitro (ml/0.5g MS fermentable).

Tratamientos Contrastes
EEM P

T1 T2 T3 T4 T5 L C Cu

Parametros de produccién de

gas
PG 409.9a  3335b 3450b 354.3b 336.5b 1166  0.0005 0.0022 0.0143 0.0046
B1 17.7a 15.62 16.8a 17.6% 187a  0.79 0.1239 0.1272 0.6290 0.2667
C1l 1.169b 1.2332 1.236a  1.2302 1.172b  0.0095 <.0001 0.9390 <.0001 0.7557
Horas de produccion de gas

3 52.4a 43.2b 42.0b 41.6b 40.8b  2.08 0.0035 0.0010 0.0328 0.2126
6 89.3a 77.0ab  74.7ab  73.6ab 70.6b 3.88 0.0223 0.0028 0.1881 0.3426
9 128.4a  112.4ab 108.6ab 106.9ab 100.9b 5.59 0.0230 0.0021 0.2985 0.3631
12 156.8a  138.9ab 135.2ab 133.4ab 124.8b 6.60 0.0300 0.0027 0.4128 0.3258
18 206.3a  180.7ab 178.2ab 178.1ab 163.3b 7.61 0.0098 0.0011 0.4068 0.1296
24 242.2a  211.8ab 211.7ab 212.3ab 194.3b 8.08 0.0066 0.0010 0.4052 0.0669
36 283.7a  2439b  246.0b  2485ab 227.8b 9.05 0.0037 0.0010 0.2621 0.0316
48 316.4a  2689b 2738b 275.8b  256.1b 9.31 0.0017 0.0007 0.1437 0.0188
60 3343a 2828b 2887b 293.1b  2724b 9.70 0.0016 0.0011 0.1104 0.0126
72 344.8a  290.8b 297.3b 303.0b 281.3b 9.88 0.0014 0.0011 0.0958 0.0094
96 3542a  2975b 3039b 309.9b 287.1b 10.28 0.0012 0.0009 0.0920 0.0091

a,b Medias con la misma letra en una fila no difieren P=0.05. T1: T2: T3: T4:y T5 EEM: error estandar de la
media. PG, By C: son parametros de la ecuaciéon mL gas = PG (1 + (B/t)C)—1 (Groot et al., 1996)

Los taninos forman complejos con las muco-proteinas salivares, este mecanismo
provoca la formacion de precipitados insolubles estimulando mecanoreceptores
bucales lo que a su vez disminuye la funcién lubricante de la boca puesto que esta
unién fenol/proteinas salivares produce una sensacion de dureza y sequedad por lo
que se reduce el consumo voluntario (Addisu, 2016; Costa, Antunes, Almeida, &
Varela, 2011; Jerénimo et al., 2016) este efecto se evidencia cuando el aporte de
taninos es superior al 5 % en la dieta, en la presente investigacién no existe
disminucion del consumo voluntario debido a que ninguna de las dietas formuladas
con Lupinus mutabilis supera el rango tolerable de taninos. Los tatinos pueden
incrementar la eficiencia de reciclado de urea del rumen, los taninos disminuyen el
porcentaje de degradacion y desaminacion proteica en el rumen y por lo tanto
disminuye el NH3 ruminal. El nitrégeno plasmatico, NH3 ruminal y nitrégeno ureico
fueron menores en ovejas y cabras alimentadas con leguminosas ricas en taninos
(Addisu, 2016). Los taninos pueden incrementar el contenido de glicoproteinas y la
excrecion de saliva, estas a su vez pueden ligar mas N reciclado del rumen (Costa et

al.,, 2011). Los complejos tanino- proteinas formadas a nivel ruminal son
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desaminados a nivel de abomaso y desaminados en duodeno por lo cual la proteina
libre es absorbida aumentando la cantidad de N retenido (Jer6nimo et al., 2016).
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CAPITULO VI.

6.1. CONCLUSIONES

De acuerdo a la investigacion realizada se puede concluir que las dietas a base
Lupinus mutabilis con niveles de inclusion de hasta el 20% mejoran los parametros
de consumo voluntario, digestibilidad de los nutrientes, cinética de produccion de
gas, nitrogeno amoniacal, acidos grasos volatiles, balance de nitrégeno y sintesis de

proteina microbial.
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CAPITULO VII
PROPUESTA

“Utilizacion de Lupinus mutabilis en dietas para mejorar los pardmetros productivos

en ovinos.”

7.1. ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

Las dietas a base de Lupinus mutabilis a niveles ascendentes mostraron cambios
positivos en el patron de fermentacion ruminal asi como un mejoramiento en el
aprovechamiento de la sintesis de proteina de origen microbial y una mejor retencion
de nitrégeno; por lo que podemos concluir que estas dietas en una inclusion de hasta

el 20% en rumiantes seran benéficas

Las semillas del género Lupinus se han utilizado con efectos benéficos en la
alimentacion de bovinos de engorde asi como también en pequefios

rumiantes.(Jambrina, n.d.)
7.2. JUSTIFICACION

El uso de Lupinus en contraste con otros granos y concentrados comerciales es muy
seguro debido a su alto contenido de fibra (13-17%); normalmente se considera que
mayor cantidad de fibra la digestibilidad parebte de los nutrientes va a disminuir, este
efecto no se observa en los Lupinus debido a que la digestibilidad de esta es muy alta
por su bajo contenido de lignina. Los factores positivos de los Lupinus son altos
niveles en energia metabolizable debido a su alta digestibilidad, con un valor de 13.5
megajulios por Kg de materia seca, comparandolo favorablemente con otros
concentrados como el trigo, la cebada, el maiz, el sorgo. Ademas de de su contenido
proteico que oscila el 44 %. (Jambrina, n.d.; Rotger-Cerda, 2004; Salazar et al.,
2008)

7.3. OBJETIVOS

Realizar concentrados a base de Lupinus mutabilis al 20 % como sustituto proteico

de soya en ovinos.
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7.5. MODELO OPERATIVO

La produccion de AGVs en los ruminates proviene de la degradacion de los
carbohidratos, la calidad y estructura de estos carbohidratos influye directamente en
el tipo de acidos producidos. Sabemos que el acido propionico es producido en el
rumen a partir del &cido piravico o del acido lactico mediante la formacion de
oxalacetato y succinato. El &cido propidnico posee la mejor calidad de combustion
energética, para incrementar la cantidad de este acido debemos modificar el patrén
de fermentacion ruminal, esto como se evidencio en la investigacion realizada en los
ovinos se logré mediante la adicion de carbohidratos no estructurales presentes en la

semilla de Lupinus mutabbilis.

El concentrado debe estar basado en cuanto a proteina y energia metabolizable, de
acuerdo a la cantidad de litros de leche producidos al dia. EI concentrado debera

suministrarse dos veces al dia en el momento del ordefio
Elaboracion de balanceados para ovinos

e Elaboracién de la dieta que se ajuste a 6.4 % de proteina digestible y 1.17 Mcal/Kg.
utilizando Lupinus mutabilis como fuente proteica.

e Seleccion de materia primas

e Seleccién, molienda y almacenamiento de los granos.

e Mezclado de la materia prima.
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