EVALUACION DE LA LUTEINA COMO INDICADOR PARA

ESTIMAR EL CONSUMO DE FORRAJES

Tesis de Grado de Magister Scienfiae

Carlos U. Ledn Velarde .

INSTITUTO INTERAMERICANO DE CIENCIAS AGRICOLAS DE LA OEA
Centro Tropical de Ensefianza e Investigacion
Departamento de Ganaderia Tropical

Turrialba, Costa Rica
Abril, 1972



EVALUACION DE LA LUTEINA COMO INDICADOR PARA
ESTIMAR EL CONSUMO DE FORRAJES

Tesis
Sometida al Consejo de Estudios Graduados como

requisito parcial para optar el grado de

Magister Scientiae

en el

Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas de la OEA

Permiso para su publicacién, reproduccin total o

parcial, depe s<27te ido en dicho
APROBADA: /

7 t
Karel Vohnout, Ph, D.

Consejero

%ﬁwd/ & iz Comité
Manuel Ruiz, Ph., D.

ﬁ%& M Miﬁﬁh Comité
Cliver Deaton, Ph, D,

//ﬁ7 [/y/%%” __Comité

& FArgas, Ph.D,

d«m// /‘J&é% j Comité

Oscar Hidalgo-Salvatierra, Ph, D.

Marzo, 1972



iii

DEDICATORIA

A mis Pamiliares



iv
AGRADECIMIENTC

El autor desea expresar su agradecimiento:

Al Instituto Interamericano de Ciencias Agricolas de la O.E.A., Cen-
tro Tropical de Ensefianza e Investigacién, por haber hecho posible :sus es-
tudios de post-~grado.

Al Dr. Karel Vohnout, Consejero Principal, por su valiosa colabora-
cién en el desarrollo del presente trabajo.

A los Drs. José Fargas, Manuel Ruiz, Cliver Deaton y Oscar Hidalgo,
miembros del Comité Consejero, por la colaboracibén presgtada.

Al Dr. Héctor Mufioz, Jefe del Departamento de Ganaderfa Tropical,
por la facilidades y oportunidades brindadas.

Al Departamento de Cultivos y Suelos Tropicales, Laboratorio de Fi-
siologia Vegetal del CTEI, por las facilidades en el equipo necesario para
el desarrollo del presente trabajo.

Al Dr. Radl Soikes, Tspecialista en BEducacidn de la Zona Andina, por

su estimulo y ayuda brindada en su perfeccionamiento profesional,



BIOGRAF1A

E] autor nacid en Iquitos, Departamento de Loreto, Perf,el 1 de mayo
de 1947, Realizd sus estudios primarios en el Colegio San Agustin, comple-
tando los estudios en el Colegio Militar Liedncio Prado,

Cursd sus estudios universitarios en la Universidad Nacional Agraria
La Molina, donde obtuvo el titulo de Ingeniero Zootecnista en diciembre de
1969, En enero de 1970 ingresd como docente contratado a la Universidad
Nacional Agraria, L.a Molina, destacado al Departamento de Nutricibn en el
Programa Interrelacidn Suelo-Planta-Animal,

En setiembre de 1970 ingresé al Instituto Interamericano de Ciencias
Agricolas de la O,E,A,, en Turrialba, Costa Rica, para realizar estudios
de postgrado en el Departamento de Ganaderia Tropical, egresando en mar-

zo de 1972,



vi

CONTENIDC
Pagina

LISTA DE CUADROS. .........-. et ea et ar sttt e viii
LISTA DE FIGURAS ...ttt iiriiisenannssassasarastsesssraas b's
ABREVIATURAS DEL TEXTO ......... Ceve e aaseraaanaannas xi
1. INTRODUCCION....... e e sessesseisasseaaaae 1
2. REVISION DE LITERATURA,.......... fesreessrnserrrenas 3
2.1, Métodos para determinar el consumo de forrajes...... 3
2.2. Principales indicadores en el consumo de forrajes,.... 4
2.3, Lalutelng......ooeiveeereanniiena Ceerees s 5

3. MATERIALES Y METODUS.......0vvuna. 8
3.1, Analisis de laboratorio............. S
3.1.1, Preparacién de placas. ... .ocvevevivaiinrnnns 9

3.1.2, Disolvente para la separacidén, ......covvvee.. 10

3.1.3. Extraccién de pigmentos........c0.n... . ¢

3.1,4, Separacidéndelaluteina.......oviiiieiiinnns. 10

3.1.5. Anélisis cuantitativo de la lutefna......cc0vuv.. i1

3.2, Andlisig estadistico y planteamiento matemadtico...... 11

4, RESULTADOS ¥ DISCUSION. .. vue v iirvrernnnnnaannananen. 13
4,1, Metodologia. .vuvrvervennanan Criesetnar s aresaanas 13
4,1,1, Extraccidn de pigmentos. . voveveinneranas N -

4.1.2. Cromatograma. ..vv.vetrsenneronanrnnansonns 13

4,1.3. Curva de absorcibn...... cesisssvunsrsnn vese. 15

4.1.4. Recaperacibn.de la luteina. ... .vvevnne.. R ¥

4.2, BEvaluacién de la lutefna como indicador.............. 19

4,2,.1, Precisidn del metodo, . v v v v etversentnsensasan ig9



vii

Pagina
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ... voivereivnrans .. 25
RESUMEN......cvvvees i e etiesaa et 26
6a. SUMMARY...... Cer s teaee e Peesreasaavrean sene. 48
LITERATURA CITADA......vvvvn. treacasnassassuecan R [
APENDICE,....... PP sesauaeseans 36



TEXTO

Cuadro No.

1

2

viii

LISTA DE CUADRCS

Valores de Ry de lutefna. . ....0.

Consumo de materia seca estimada usando luteina
como INdicador. .. i i e it sroansnannassrsans

Andlisis de variancia para MSC estimada,.........

Coeficientes de regresidn para el cédlculo de MSC

predecida, usando luteina como indicador,.......

Comparacibén entre MSC medida, MSC estimada y
MSC predecida por el método de relacidn, usando

luteina como indicador. Valores para cada pasto...

Comparacién entre MSC medida, MSC estimada y
MSC predecida por el método de relacidén usando

luteina como indicador. Valores para cada edad,...
3

-------------- =

Péagina

15

18

20

21

22

23



APENDICE
Cuadro No.
1

o
&

ix

Anélisis de variancia para MSZ medida

Andlisis de variancia para MSC medida de cada pas-
to, usando luiefna como indicador. ..o veinnnn...
Coeficientes de regresidén para el cdlculo de MSC

predecida para cada pasto,usando lutelna como indi-
(o3: Vs [o) chaeaen Ce et s e e
Anilisis de variancia para MSC medida para cada

edad, usando luteina como indicador....

Coeficientes de regresidn para el cdlculo de MSC
predecida para edades, uasando luteina como indica-
dorr‘ll‘lild.ll.. llll LI I I B )

L N ST I R A Y R Y

Pdgina

39

42



Figura No.

1

2

LISTA DE FIGURAS

Curva de absorcibn de la Iuteina. .. . oo v n. .. .o

Promedio y error standar de recuperacién de la iu-
teina, por pastos..... ceeca

Promedio y error standar de recuperacidn de la lu-
teing, por edades. .. .viverercnnnrnnnnsennnsennn.

Pagina



x®i

ABREVIATURAS DEL TEXTC

Ag : Densidad 6ptica de luteina fecal
£, : Densidad 6ptica de luteina del pasto rechazado
55 : Densidad Optica de luteina del pasto olrzcido

.M, :+ Cuadrado medic
CLC ¢ Concentracidn de luteina consumida
CLO : Concentracidén de luteina del pasto ofrecido

CLR : Concentracién de luteina del pasto rechazado

CLF : Concentracién de lutefna fecal

CIC : Concentracibn del indicador consumido
CIF : Concentracién del indicador fecal

CIR : Concentracién del indicador rechazado
CIO : Cocentracidén del indicador ofrecide

C.V. : Coeficiente de variabilidad
P.V. : Fuente de variaciéon

G. L, : Grados de libertad

MS : Materia seca

MSC : Materia seca consumida

MSF : Materia seca fecal

Re¢ . Relacién enire distancia recorrida por la luteina y el
golvente
r? . Coeficiente de determinacidn -

ULO : Unidades de luteina ofrecida

ULR : Unidades de luteina rechazada



1. INTRODUCCION

La necegidad de una mayor produccion del ganado ya sea en leche,
carne o lana se encuentra ligada a que los animales reciban sustancialmen-
te una alimentacion adecuada durante su vida productiva., Siendo los pas-
tos la fuente mdés barata para proporcionar nutrientes al animal, es indis-
pensable el obtener una adecuada evaluacidén de los mismos. La forma de
evaluacibén mas eficiente seria la medicion de la energia neta, pero esto es
diffcil de realizar especialmente con animales en pastoreo. Como alterna-
tiva para la evaluacidn de los forrajes se tienes la medicidn del consumo y
la digestibilidad.

Para la estimacién del consumo y digestibilidad de los pastos existen
diferentes técnicas que pueden ser clasificadas como directas o indirectas.
El método convencional se basa en el registro directo del consumo, requi-
riéndose medir lo excretado para determinar su digestibilidad. En esta
técnica es necesario mantener los animales estabulados, en jaulas metabo-
licas o corrales individuales, es decir bajo condiciones muy diferentes a
las existentes en el sistema de pastoreo. Con los métodos indirectos es
necesario la presencia de indicadores, sean estos externos o internos. El
uso de indicadores internos involucra sustancias presentes en el forraje ta-
les como lignina, silice o pigmentos vegetales. Sin embargo, esta metodo-
logia no esta af(n suficientemente perfeccionada; por ejeraplo, la utilizacidn
de los pigmentos como indicadores dwca{siona errores en la estimacidn del
consumo, ya que algunos son degradados a través del tracto digestivo.

Por consiguiente, encontrar un pigmento que no sufra alteraciones di-
gestivas permitiria una estimacibén més precisa del consumo y digestibilidad

de los pastos.
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El presente trabajo tuvo como objetivos:

Evaluar la luteina corrio indicador para determinar el consumo y
digestibilidad de la materia seca.

Desarrollar ecuaciones de prediccidn para estimar el consumo de la
materia seca.

Evaluar los posibles factores que afectan la precisién del método.
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2, REVISION DE LITERATURA

2.1, Métodos para determinar el consumo de forrajes

El consumo de forrajes puede ser determinado de manera directa o
indirecta (43); presentando cada técnica ventajas y desventajas en su ufili-
zacidn (61).

El método directo o de la diferencia puede ser usado con animales en
pastoreo y en estabulacidn (54). Su uso en estabulacion es a base de pesos
del forraje ofrecido y rechazado, requiriendo esta técnica corrales indivi-
duales. Sin embargo, los valores obtenidos no son aplicables a las condi-
ciones de pastoreo (2, 43). EIl uso del método por diferencia en pastoreo
implica la estimacidn de la cantidad de forraje presente en un potrero antes
y después de ingresar los animales (54). Hay diversos enfoques, en algu-
nos casos se utiliza jaulas para que protejan una determinada 4rea de pas-
toreo (40). Si bien su uso es relativamente de bajo costo y de fAcil reali-
zacidn, presenta errores que se ocasionan por efecto de la selectividad que
hacen los animales en ¢l consumo del forraje y pérdidas por pisoteo (33).
Los resultados que se obtienen de esta manera son un 25-40% mayores que
el consumo verdadero (2},

Lios métodos indirectos, posibles de ser usados en pastoreo y estabu-~
lacién, estan basados en la utilizacidn de indica&ores, pudiendo ser estos
internos o externos (2, 61). Indicadores\ internos son aquellos gque involu-
cran sustancias propias del forraje, siendo los externos aquellos que se
administran al animal y que no son parte del forraje (43). Ambos tipos
pueden ser usados para medir el consumo de materia seca siguiendo la

técnica de relacidn o de indices fecales (2, 45, 53, 68).



La téenica de relacidn o de proporciones ge basa en que la cantidad
de indicador consumido debe ser la misma al excretarse {(2). Para obte-
ner muestras del forraje consumido se utiliza animales con fistula rumi-
nal o esofdgica (35, 66). La produccidn fecal de los animales experimenta-
les se puede medir mediante bolsas colectoras o por medio de indicadores
externos (43). Las fuentes de error en esta técnica estan en la selectivi-
dad de los animales fistulados, que no son los mismos que los animales u-
sados para determinar la produccidn fecal (2, 35).

En el método de indices fecales se usa la concentracidén del indicador
en las heces para obtener scuaciones empiricas y poder predecir a partir
de este pardmetro el consumo (54). Los indicadores de mayor uso en esta
técnica son de 6xido crémico como indicador externo y los cromégenos co-
mo indicador interno (2, 25, 45, 52, 61). Esta técnica tolera que el indi-
cador cambie parcialmente a través del tracto digestivo, ya que los valo-
res de consumo son estimados mediante ecuaciones empiricas (14, 17, 21,
37, 43). La utilizaci6én de esta técnica se limita a situaciones locales y la
extrapolacién de las ecuaciones no presenta adecuada repetibilidad de los
resultados (50).

2, 2. Principales indicadores en el consumo de forrajes.

Los pigmentos vegetales extraidos con acetona al 85% fueron denomi-
nados cromdbgenos (7, 30, 55, 56, 5§3). La bas;e de esta técnica es la trans-
formacién de clorofila a feofitina, siendo necesario la oxalatacidn de pasto
para lograr este cambio (8, 12, 26).

Los crombgenos implican todos los pigmentos solubles en éter (44, 62),

siendo algunos de ellos aprovechados por el organismo como el caso del



caroteno (1, 44). Ademds la luz visible y €l tiempo de reposo afecta a los
extractos reflejéndose esto como una fuente de error en el método (27, 29).
El 6xido crdémico como indicador exierno es utilizado sobre todo en la
estimacidén de la produccidn fecal (9, 26, 27, 49). Sec usa también en el
cdlculo de materia seca consumida en estabulacién (67). Su mayor proble-
ma radica en que debido a su densidad presenta una distribucidén heterogé -~
nea a través del tracto digestivo (46). Esto ocasiona variaciones en las
concentraciones del indicador en las muestras a obtener (38, 39, 54, 65).
Otras sustancias utilizadas como indicadores para estimar el consu-
mo de materia seca son: cobre, magnesio, silice (42), fibra cruda (53),
nitrogeno fecal (9, 20, 29, 47), lignina (11, 68), fraccién soluble de lasg
heces (36, 48), extracios de pigmentos en etanol-benceno (59) y methoxyl
(67, 58). Algunas de estas sustancias son parcialmente digeridas por los
microorganismos del rumen (15, 43). En el caso de la lignina su determi-
nacidn es particularmente laboriosa (65). El uso de silice presenta proble-
masg similares al 6xido crdmiceo y ademés puede existir contaminacidn del

suclo (28, 42). Parece que la utilizacidn del nitrdgeno fecal es el método

P

méds adecuado dentro de este grupo, sobre todo en la técnica de indices fe-
cales (3, 24, 32, 37).
2.3, La Luteina

La lutefna es un pigmento vegetal que se encuentra distribuido mayor-
mente en los cloroplastos (6, 18, 44). Participa junto con la clorofila en el
proceso fotosintético (5, 10, 19). FPertenece al grupo de las xantofilas con-
juntamente con la violoxantina, cryptoxantina, zeaxantina y neoxantina prin-
cipalmente, totalizando segln Bickoff et al. (4) unvéto % y segin Livingston

et al. (41) un 60% de ellas. En los pigmentos de pastos y heces al utilizarlos



como indicadores, se encuentran involucrados segOn Smart (60): clorofila
a, clorofila b, luteina, vicloxantina y 8 caroteno. Bickoff et al. (4) sepa-
ra en alfalfa deshidratada, mediante cromatografia, un total de 40 bandas
de xantofilas donde la luteina, vicloxantina, cryptoxantina, zeaxantina y
neoxantina representan el 87% del total de ellas; la lutefna representd el
35, 3% del total,

Debido a que es el pigmentc que se encuentra en mayor cantidad den-
tro de las xantofilas también se le conoce bajo el nombre de xantofila y
es parte de pigmentantes usados en la industria avicola (16).

La luteina tiene como nombre quimico 3', 3! dihidroxi @ -caroteno

(C4p Hgg Og) . (6):
CH= ((R) = HC

HO OH

donde R = C?.O H24. El peso mélecular es 568, 55 y el punto de fusién 190°C.
Se presenta como cristales amarillos, insoluble en agua y soluble en éter,
acetona, alcohol y otros solventes orgénicos (13, 34). En espectrofotome-
trfa cuando el solvente es etanol se presenta la mayor absorbancia a 4486, 5
mit , presentando diferencias de acuerdo al solvente utilizado (69). Eun cro-
matografia de capa fina con placas impregnadas con tierra silice se reportan

valores de R, de 0, 56 (13, 51). ‘



Estudios preliminares de andlisis de muestras secas de pastos y he-
ces, mediante cromatografifa, mostraron una elevada recuperacién de 1la lu-
teina. BEsto hizo pensar en la posibilidad de usar la luteina como un indica-
dor que pudiera comportarse méds adecuadamente que los cromdgenos (Ca-

margo, C. y Vohnout, K. 21/).

1/ Comunicacidén personal. Estudiante graduado y profesor del CTEI res-
pectivamente, 1971,



3. MATERIALES Y METGCDGS

El presente estudio se llevd a cabo en la estacién experimental y la-
boratorios del Centro Tropical de Ensehanza = Investigacién del Instituto
Interamericano de Ciencias Agricolas de la C.E.A., en Turrialba, Costa
Rica. Turrialba se encuentra en una zona tropical a 600 m de altitud, con
una temperatura media anual de 22°¢C y aproximadamente 3.000 mm de pre-
cipitacién anual con una humedad relativa promedio de 90%.

Se utilizaron muestras compuestas provenientes de 18 pruebas de
consumo y digestibilidad por coleccidn total, correspondiente a 6 gramineas

tropicales en etapas de crecimiento de 4,8 y 12 semanas:

Elefante {(Pennisetum purpureum)
Pangola (Digitaria decumbens)
Pari (Brachiaria mutica)
Alemaén {(Echynocloa polystachia)
Gramalote (Paspalum fasciculatum)
Guinea (Panicum maximum)

Estos pastos previamente picados fuercon ofrecidos ad libitum a los
animales 2 veces por dfa, durante 15 dias. iLios primeros 8 dfas sirvieron
para habituar los animales al consumo del forraje, midiéndose diého consu-
mo de los dias 8 a 12. De los dias 10 a 15 se midid la produccibén fecal, la
misma que se realizd por coleccidn total usando bolsas colectoras. Para
el anédlisis de laboratorio se tomaron muestras 3 veces por dia de las bolsas
colectoras, las mismas que se juntaron para obtener las muestras compuss-

tas de cada animal,



Lios animales utilizadcs fueron 72 hembras pertenecientes a las ra-
zas Criollo, Jersey y Cricllo x Jersey con pessos entre 150 Kg y 450 Kg
(64).

3.1. Analisis de laboratcrio

De las muestras del pasto ofrecido, del pasto no consumido y de las
heces de cada animal se separd la luteina por medio de la técnica de cro-
matografia en capa fina descrito por Hager y Meyer-Bertenrath (22, 23),
siendo modificada en parte debido a trabajar con material seco; 1o que im-
posibilitd la aparicidén clara de otros pigmentos. La lutefna fue sometida
a un andlisis cuantitativo mediante espectrofotometria,

3.1.1. Preparacidn de placas

a) Se pesaron juntos:

12 g de tierra silice (Fischer 1-22) pasada por un tamiz malla 50
3 g de silica gel 0,08 mm (E. Merck No. 7729)
3 g de carbonato de calcio (Fischer Mo, -~62)

0,02 g de hidréxido de calcio (Fischer No, C-97)

b) Se midieron 80 ml de una solucidén de dcido ascébrbico (5 x 10'31\&) ,
los que se mezclaron con el material adsorvente bajo agitacidn
constante de una licuadora marca WARING BLENDOR. La masa
se verti6 en un aplicador de cromatografia marca UNOPLAN, ti-
po BP. 945, 868 de la firma Shandon Scientific Co. Litd., la que se
ugo para esparcir la masa sobre placas de vidrio, ddndole un es~-
pesor de 0, 25 mm . L.as placas s¢ dejaron secar sin moverias
durante 20 minutos. Luego para su activacién se las sometid a se~
cainiento por 2 horas, en una estufa con ventilacién y 4 una tempe -

ratura de 50°9C.
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3.1.2, Disolvente para la separacidn

Se mezclaron 106 ml de Ligrofna, ccn un punto de ebullicidn de 90 a
120°C, con 10 ml de isopropanol y 0, 25 ml de agua destilada. Esta mez-
cla se coloed en una cAmara cromatogréafica de vidrio, con tapa esmerilada
superpuesta, llenando el fondo hasta 1 cm de altura,

3.1, 3. Extraccidn de pigmentos

Se pesaron 5 g de las muestras secas de pasto ofrecido, rechazado y
de heces y fueron colocados en un embudo de papel de filtro (Whatman No. 1).
La muestra se deposité en un aparato soxlet, con 60 ml de acetona, hacién-
dose la extraccién a la luz del dfa durante 4 horas, al término de las cuales
se concentrd mediante evaporacién hasta tener unos 15 ml de extracto. Es-
te extracto fue llevado a un volumen de 25 ml, guardindose-en refrigeracién
durante 2 horas, antes de ser utilizadas,

3.1.4. Separacidn de la luteina

El extracto de cada muestra fue analizado por duplicado, mediante
cromatografia en capa fina, Se aplicd el extracto sobre la base de la placa
con una pipeta de 1 ml en una franja menor de 1 cm de ancho. La aplicacidn
se hizo a la luz y se dejb secar unos pocos segundos antes de ser colocados
en la cdmara cromatogrdfica con el solvente.

L.a banda de lutefna presente en cada placa desarrollada fue raspada
mediante una espatula y trasladada a un filtro poroso colocado sobre fragcos
de color ambar, que contenian conexiones para aplicar vacio. El filtrado
paso a un matraz aforado de 5 ml, el mismo que estaba dentro del frasco

de color ambar. FPara la elucidn se utilizd etanol al 95%.
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3. 1.5, Anilisis cuantitativo de la luteina

Se utilizd un espectrofotdmetro Beckman, modelo B, La longitud de
onda especifica de 446, 5 oy se determind de acuerdo a la méxima absor-
bancia registrada. La absorbancia méxima del pigmento fue medida en re-
lacién a la del etanol al 95%. Los valores de densidad &ptica obtenides pa-
ra la lutefna del pasto y hzces fueron utilizados como unidades de luteina para
los respectivos cdlculos de materia seca consumida estimada (Apéndice).

3.2, Andlisis estadistico v planteamiento matemético

Lia estimacién de materia seca fue determinada a partir de la siguiente

relacidn:
CLF
MSC =z o x MISE f1]
CLC
donde:
MSC = materia seca consumida estimada (Kg/dia)
MS¥F = materia seca fecal (Kg/dia)
CLF = concentracidn de luteina fecal en las heces
CLC = concentracidn de luteina en el pasto consumido

Para los consumos de materia seca estimada y consumo de materia seca

medida se realizd el siguiente andlisis de variancia:

F,V, G. L.
Pastos 5
Regresidn 1
Degviacidn 4
Edades/pastos 12
Regresién 1
Desviacidn 11
Animales/edades/pastos 54
Regresidn 1
Desviacidn 53
Total 71
Regresibn 1

Desviacidén 70
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Las regresiones fuercon realizadas de acuerdo al siguiente modelo:

Yea+bX [2]
Donde:
Y = materia seca consumida medida (Kg/dia)
X = materia seca consumida (Kg/dfa) estimada por la relacidn [1]
b = coeficiente de regresidén
a = valor de Y cuando X =0

Si el comportamiento del indicador se ajusta a la relacidn [1]1a ecuacidn

[ 2] debe presentar los valores dea = 0 yb =1 (H,)

Para svaluar las diferencias entre los consumos de materia seca es-
timada, medida y predecida se efectuaron pruebas de ''t" para observacio-
nes parcadas:

a) MSC medida vs MSC estimada por la relacién [11]

b) MSC medida vs MSC predecida por la relacién [ 2]
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Metodologia

4.1,1. Extraccidén de pigmentos

Liuego de ensayar var.ios sistemes de extraccidn se encontrd que la
extraccién constante en un aparato soxiet, por 4 horas era la més conve-
niente. Al extraer los pigmentos en el soxlet sélo durante 2 horas, con
acetona al 85% y 4cido oxdlico, se notd la presencia de pigmentos en los re-
siduos de las muestras. Esto puede producir una falsa evaluacién cuantita -
tiva de la luteina y ocacionaba un revelado débil, La extraccién con aceto-
na al 100% durante 4 horas, no dejd residuos de pigmentos en las muestras
y facilitd un revelado claro. Hager y Meyer-Bertenrath (22, 23) extraje-
ron los pigmentos por molienda del material fresco; Reid et al (55, 56) e
Iturbide y Bateman (26, 27) logran la exiraccibn de pigmentos mediante li-
cuacidn del material fresco y utilizacibén de acetona y dcido oxélico, Ca-
margo (9) modificd la téenica de extraccidn de cromébgenos, utilizando un
reflujo constante duraante 2 horas con los mismos reactivos que Iturbide y
Bateman (26).

4,1.2. Cromatograma

En los ecromatogramas ya revelados se observd que la banda de mayor
claridad corresponde a la lutelna. Esta fue identificada por su valor de Ry
¥ su mayor 2bsorbancia en etanol.

En el desarrollo de placas con extractos de material seco, se notd la
presencia de caroteno, clorofilas a y b, feofitinas a y b y luteina. No fue
posible tener separaciones claras de las bandas de clorofila y feofitinas como

los de epdxido de luteina, violoxantina y neoxantina, Hager y Meyer-Bertenrath
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(22, 23) reportaron la presencia de caroteno, clorofila a, clorofila b, lu-
teina, epdxido de luteina, violoxantina y neoxantina al desarrollar placas

con material fresco.

Cuadro 1. Valores de R¢ de luteina®

Pasto Heces

0, 584 + 0,08 0, 587 +0,07

* Promedio de 20 observaciones
En el Cuadro 1 se observa los valores promedio de Ry de luteina pro-
venientes de pasto y heces. Al realizar una prueba de "t" para promedios,
no se encontrd diferencias significativas. HEstos valores se asemejan a 1os
encontrados por Davies (13} y Randerath (51) quienes reportaron valores de
0, 56 utilizando capa fina de tierra silice impregnadd con parafina. Al com-

"t este valor de la literatura con los encontrados en las

parar mediante
muestras de pasto y heces, tampoco se encontrd diferencias significativas.

4,1.3. Curva de absorcidén

Enla Figura 1 se observa que el punto de indxima absorbancia para la
luteina eluida en etanol al 95%, corresponde a una densidad 6ptica entre 440
v 450 mu . Goodwin (19) y Zschele et 2l. (69) reportan valores de 446, 5
mi  en etanol, por lo que en el presente trabajo se aceptd este valor de a-

cuerdo al método seguido (22, 23).
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4.1.4, Recuperacidn de la luteina

o

Enla Figura 2 se observa los valores promedios de la recuperacién
(indigestibilidad) de la luteina para cada pasto atilizado, siendo un 72,4 %
+ 5,16 de recuperacién promedio. Este valor es inferior a lo encontrado
por Davidson (12), con valores de 80 y 90% de recuperacidén para xantofila.
Segin se puede apreciar existe diferencia de recuperacidn entre los pastos,
obteniéndose valores desde 36, 1% hasta 124, 4%, Valores de recuperacidn
diferentes al 100% podrian deberse a la asimilacién de la lutefna a través
del tracto digestivo, siendo esta asimilacién muy variable dentro de cada
forraje. Podria deberse también a una posible alteracién de la molécula
de lutefna a otro compuesto o que se encuentre unide a otro pigmento del
grupo xantofila, Por ejemplo Sapozhinkov, citado por Livingston (41), en-
cuentra que la violoxantina es convertida a xantofila en presencia de luz y
que la reaccién contraria ocurre en la oscuridad. Sin embargo, lo anterior
no descarta la posibilidad de que otros pigmentos se conviertan a luteina
en el tracto digestivo, resultando recuperaciones mayores del 100 %.

Livingston et al. (41) y Nelson (47) reportan valores de luteina con
la inclusién de 2% a 4% de zeoxantina y neoxantina.

En la Figura 3 se muesira el efecto de la edad del pasto sobre la re-
cuperacibn de la lutefna. Este efecto no fue significativo, siendo los valo-
res promedios de 69,0% *11,06; 77,3% *5, 53 y 70, 8% 1§, 18 para edades
de 4,8 v 12 semanas de edad respectivamente. Esto concuerda con los va-
lores reportados por Livingston et al. (41) con 11 clones de lucerna, guien
durante tres meses consecutivos de corte no encontrd diferencias significa-

tivas en el contenido de luteina; al cuarto mes si detectd diferencias.
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4. 2. Bvaluacién de la luteina como indicador

4.2.1. Precisidon del método

El promedio de MSC medida en forma directa y el promedio de MSC

ectimada en forma indirecta, se presenta en el Cuadro 2,

Cuadro 2. Consumo de materia seca estimada usando luteina como indicador

Estimado con luteina

MSC  mrmrmeeomsmssmmmmessesee oo 9
medida Sin corregir Corregido* r
Promedio Kg/dia 4,33 +1,39 2,97%1,70 4,25 +1, 00 0, 28

% Corregido por la ecuacién [3] .

Como se observa en el Cuadro 2 el promedio de MSC medida fue de
4, 33 Kg/dfa y el promedio de MSC estimada por la relacién[1] fue de 2, 97
Kg/dfa. Realizada una comparaciénd estos promedios mediante la prueba
de "t" para observaciones pareadas, se encontrt diferencias significativas
(P < 0,01).

El anélisis de regresién de Animales/Edades/Pastos, mostrando en
el Cuadro 1 del apéndice, generd la ecuacién siguiente para la materia seca
predecida:

Y = 2,650 +0, 563 X L3l

en que:

).(f
t

MSC predecida

MSC estimada segln la relacidn L1l

H
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Bl Cuadro 1 del apéndice muestra el andlisis de variancia y los anéli-
sis de regresién realizados en cada estrato. Se observa que (nicamente es
significativo (P < 0, 01) el efecto de la regresitn cuando el andlisis se rea-

1izd como Animales/Edades/ Pastos, con un valor de r2

=0, 28 v que corres-
ponde a la ecuacidn [3]. Al realizar el andlisis de regresion total se encuen-
tra un valor de r? = 0,07. Los coeficientes de regresidén generados se obser-
van en el Cuadro 4. En ambos casos difieren de & vy 1 que son los valores
esperados para by y by de acuerdo conla Hy. El valor de predictividad, afn

para la ecuaciénl3] es muy bajo. Estos valores de r?

son més bajos que los
obtenidos por Camargo (9), gquien uso cromégenos y proteina no asimilable
como indicadores, y las mismas muestras del presente trabajo. En dicho

trabajo encontrd en sus ecuaciones valores de r?

= §, 87 para crombgenos y
r? 2 0, 83 para protelna no asimilable, Otros investigadores han reportado
valores superiores a los del presente estudio con cromdgenos, bdxido croé-
mico, nitrbdgeno fecal y magnesio (14, 24, 32, 42, 67, 68),.

Cuadro 4. Coeficientes de regresién para el cdlculo e MSC predecida,
usands luteina como indicador.

Coeficientes de regresidn

B e . e e e

bo bl r
Animaleg/Edades/ Fastos 2, 650 = 0, 553 =k 0, 28
Total 3, 702 0, 215 #** 0,07

* (P < 0,05)

#* (P £ 0,01)



La baja predictividad enconirada al usar luteina como indicador de
consumo es debida a su recuperacidn en lag heces tan variable, seglin se
observa en el Cuadro 3 y Figuras 2 y 3. Esta variabilidad produjo valores
de desviacidn standar de * 1, 70 Kg/dia para promedios de 2, 87 Kg/dia en
los valores de materia seca estimada por la relaciénl1]. Segtn el anédlisis
del Cuadro 3, se observa que el efecto de pastos sobre el método fue signi-
ficativo (P < 0, 01 variabilidad debida a desviacidén del modelo). En con-
traste el efecto de la edad no fue significativa. La variabilidad del método
debida a los animales fue particularmente grande, legandoa un V., de
36, 1.

Para estudiar la posibilidad de predecir el consumo dentro de cada
especie vegetal, se realizaron también ecuaciones de regresibén dentro de
pastos. Los valores encontrados para las constantes son mostrados en el

Cuadro 5.

Cuadro 5. Comparacidn entre MSC medide, MSC estimada y MSC prede-
cida por el método de relacidén usando lutefna como indicador:-
Valores para cada pasto.

PP ooy e e P e

Pastos MSC  mmeeeememc e e o -

medida sin corregir corregido® r?
Elefante 5, 35 4,35 5, 35 0,08
Pangola 3, 61 4, 32 3, 61 0, 32
Guinea 4, 80 2, 67 4,179 0, 64
Para 3,73 1,47 3, 72 0,01
Gramalote 3,75 3, 34 3, 74 0, 08
Alemaén 4, 76 1,71 4, 93 0, 34

% Corregido por ecuaciocnes del Cuadro 3 del apéndice.
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T, 1t .
t" para observaciones pareadas, se en~

Al realizar las pruebas de
contrd diferencias significativas (P £ 0, 05) para los promedios medidos
vs estimados de los pastos pangola, guinea, para y alemén. De estos re-
sultados se observa que cuanio mayor es la recuperacién de la luteina la
MSC estimada se aproxima mdés a la MSC medida. Este es el caso del ele~
fante, pangola y pasto gramalote. La predictividad de las ecuaciones de re-

gresibn fue muy bajo, con valores de r?

entre 0,01 y 0, 64. El estudio rea-
lizado clasificando el consumo de acuerdo con la edad del pasto arroja re-
sultados semejantes, tal como se observa en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Comparacidn entre MSC medida, MEC estimada y MSC prede-
cida por el método de relacidén usando luteina como indicador

Promedio consurnido Kg/dia

T s T m W T TR T W e e W e e W mm ey b M L M m B ke e an R e ML s W e A e P G e

Edad MSC ~ emememememmememmmm oo

medida sin corregir corregido¥® r

4 semanas 4, 30 1, 42 4,29 0, 01
8 semanas 4,14 1, 41 4,14 0,09
12 semanas 4. 56 1, 37 4, 56 0,156

* Corregida por las ecuaciones del Cuadro 5 del apéndice.

En el Cuadro 6 se muestra los valores de MSC medida, MSC estimada
por la relacién [1] y MSC predecida por las ecuacicnes de regresidn, dadas
en el apéndice, para cada edad. IL.os valores de MST medida vs MSC esti-

mada difieren significativamente (P £0,01) . Al ser corregidas por su



ecuacidn de regresidén no se encontrd diferencias gignificativas, pero al
observar el Cuadro 4 del apéndice se encuentra que los valores de r? fue-
ron extremadamente ba jos 0,01, 0,09 y 0,15 para 4, 8, v 12 semanas de

edad respectivamente,



5. CONCLUSIONES Y RECOMENDA CIONES

De acuerdo a 1os resultados obtenidos en el presente trabajo, Se pue-
de concluir que:
i, No es posible estirnar con suficiente precisidn el consumo de materia
seca usando luteina como indicador.

Se recomienda continuar los estudios con otros indicadores que ofre-

jav]

cen mejores posibilidades.
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8§, RIESUMEN

El presente estudic se llevd a cabo en ¢l Iastituto Interamericano de
Ciencias Agricolas da la G, B.A., en Turrialba, Costa Rica. El objetivo
fue evaluar la Luteina (3', 3' dihidroxi @ caroteno) como indicador para de-
terminar el consumo de forrajes. Se utilizd muestras compuestas provenien-
tes de 18 pruebas de consumo correspondientes a seis gramineas tropica-

les: Bfefante (Pennisetum purpuresum); Pangola (Digitaria decumberms) ;Para

(Brachiaria mutica) ; Aleman (Echynocloa polystachia); Guinea ( Panicum

maximun)y Gramalote (Pagpalum fasciculatum) de 4, 8 y 12 semanas de

edad. Se utilizaron 72 animales con pesos entre 150 y 450 Kg. de peso. La
luteina fue colectada por cromatograifia en capa fina previa extraccidén de
los pigmentos totales por destilacién en soxlet durante 4 horas. Luego fue
eluida en etanol, efectudndose las lecturas en un espectrofotémetro a 446, 5
mu, Se utilizd la relacién Materia Seca Consumida = (Concentracidn ds Lu-
telna Fecal/Concentracidn de Luteina Consumida) x Materia Seca Fecal,
[MSC = CLF/CLC x MSF], calculandc las concentraciones de luteina segfn
la densidad dptica leida.

B1 valor promedio de recuperacidn de la luteina fue de 72, 40% +5, 16,
siendo para el Elefante 82, 3% + 12, 68, Pangola 124, 4% 18, 54, Guinea 55, 9%
X 3,02, Para 40, 1%t 4, 37, Gramalote 95, 4% 14, 54 y Aleman 36,1% -

3, 62. De acuerdo con la edad, fue para 4 semanas, 69,0%.% 11,06; para 8
semanas, 77,3% X 9, 93; y para 12 semanas, 7¢,8%+ 9,18, El promedio
de MSC estimada fue de 2, 97 Kg/dia, difiriendo significativamente del va-
lor medido de 4, 33 Kg/dla (P £0.01). Loa valores estimados fueron co-

rregidos por la ecuacidn generada del anilisis de regresibén animales/edades/
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pastos Y = 2, 650+0, 563 2n que Y = MSC predecida, X = MSC estimada por
la relacibn MSC =z CLF/CLC x MSF. Esta ecuacién presenté un r? = 0, 28
congiderado muy bajo.

Regresiones realizadas dentro de cada pasto no fueron significativas
a excepeidn del pasto guinea y aleman con un r? = 0,64y 0, 34 respectiva-
mente. Lasg regresiones dentro de cada edad nc fueron significativas, Es-
tos valores tan bajos de predictividad fueron debidos a 1a gran variabilidad
encontrada en la recuperacidn fecal de la lutefna.

Se concluyd que la utilizacién de la lutefna como indicador para esti~
mar indirectamente el consumo de forrajes es imprecisa, recomenddndose

el estudio de otros indicadores que ofrezcan mejores posibilidades.
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a, SUMMARY

EVALUATION OF LUTEIN AS A TRACER FOR FORAGE

CONSUMPTION ESTINMA TION

The present study was carried out at the Inter-American Institute of
Agricultural Sciences of the OAS, in Turrialba, Tosta Rica, The objective
was to evaluate lutein as a tracer for estimating forage consumption.
Composite samples derived from 18 consumption trials of six tropical gra-

sses were utilized. These grasses were Elephant (Pennisetum purpureum),

Pangola (Digitaria decumbens), Para (Brachiaria mutica), German (Echy-

nochloa polystachya), Guinea (Panicum maximum) and Gramalote (Fagpalum

fagciculatum), and represented cuttings at 4, 8 and 12 weeks of age. OSeventy

two animals ranging in weight from 150 to 450 Xg were used. The lutein
was collected for thin-layer chromatography analysis following extraction
of all pigments by saxlet distillation for four hours. The samples were then
clarified in ethanol and readings were made from a spectophotometer at
wavelength 446, 5 mu . The relation: Dry Matter Consumed = (Fecal Lutein
Concentration/ Lutein Concentration Consumed) x Fecal Dry Matter bMC =
FL.C/LCC x FDM] , was used with lutein concentrations calculated according
to optical density readings,

The average values of lutein recovered was 72, 40 £ 5, 16%, with averages
for the various grasses of 82.3 +12, 68%fxr Elephant, 124. 4+ 8, 54% for Pan-
gola, 55.9%3.02% for Guinsa, 40.1 *4.37% for Para, 95.4 +14.54% for
Gramalote, and 36.1% 3, 62% for German., Averages according to ages were:
69,0 £11,06% for 4 weeks, 77.3 £9.93% for 8 weeks, and 70.8 + 9.18% for
12 weeks., The average dry matter consumption was estimated to be 2, 87

Kg/day which differed significantly from the average measured value of
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4,33 Kg/day (P £ 0.01). The estimated values were corrected by an equation
resulting from the analysis of regression derived on the basis of animal/
cutting age/grasses: Y = 2,85 10,563 X, Were Y - predicted dry matter
consumption, X = dry matter consumption estimated from the equation DMT
= FLC/L.CC x FDM. This prediction equation resulted in an r2 = 0. 28 which
was considered very low. Regressions obtained within each grass species
were not significant with the exception of Guinea and German with r? = 0. 64
and 0. 34, respectively. Regressions within cuiting ages were not significant.
These very low values of predictability resulted from the large variability
found in the recovery of feeal lutein. It was conclude that the estimation of
forage consumption using lutein as the tracer was unreliable. Consequently

it may be recommended that future gtudies be directed toward other tracers.
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APEN DICE



UTILIZA CION DE LLA DENSIDAD CPTICA COME UNIDADES DE LUTEINA

Por espectrofotometria la concentracidén. de lutefna en las muestras

de pastos y heces, por la siguieate férmula (22, 23):

A.b.c.10 (1]
O 2 1
~ - El% d e
lcm- »
donde:

€ = concentracidn de luteina (mg/gm)

A = densidad dptica de la muestra de luteina

b = ml de extracto crudo de pigmentos en acetona (25 ml. )

¢ = ml de solvente utilizado en la elucién de la banda de luteina (5ml)

d = ml de extracto crudo de pigmentos aplicado sobre la placa (Im )

€ = gramos del material con que se inicid la extraccibén de pigmentos
(5 gr).

10[7) = factor constante (mg/ml)

1%

coeficiente de absorcién, dado en tablas en funcién del soluto,

disolvente y iongitud de onda.

1%
Al tener todos los valores b, ¢, d, e, Elcm y 10 constantes se obtiene un
solo valor X;
C = A.X £ 2]
segln relacién:
CIF
MSC = x MSF [3]
CicC
Denominado:
CLF = Af
ULO = Ao . MSO
VLR = Ar . MSR
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luego CLIC sera:
Ao, MSO -Ar ., MSR
Cl.C = [4]
MSG - MSR

I.a conentracién de luteina es medida segfin la ecuacién [ 2]

CIF = Af, X
IO = Ao . X
CiIB = Ar . X
siendo la CIC:
(Ao . X) MSC - (Ar . X) MSR
CIC = [5]
MSO - MSR
factorizando:
X (MSG ., Ao - MSR . Ar)
CIC = (6]
MSG - MSR
por la relacién[3]
X, Af
MSC = 2 MSFE [ 7]
X (M5O . Ao -~ MSR , Ar) / (MSO - MSR)
simplificando:
Af
MSC = x MSF [ 8]

(MSO . Ao -~ MSR . Ar) / (MSO - MSR)

por definicién de términos:

CLF

—— x MSF Lol
CL.C

MSC

"
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Cuadro 2. Andlisis de variancia para MSC medida de cada pasto,usando
luteina come indicador,

PASTO F,V, G.L. C. M. F r? c.v.
Elefante

Regresién 1 1,267 0,880 0,08

Desviacidn 10 z2,256 28,0
Pangola

Regresibn 1 3,657 4,864 0,32

Desviacidn 10 0,751 20,1
Guinea

Regresidn 1 11,590 17,763%% 0,63

Desgviacidn 10 0,682 16,8
Para

Regresidn 1 0.197 0,081 0,01

Desviacidn 10 1,318 41,8
Gramalote

Regresidn 1 1,661 0,913 0,08

Desviacién 10 1,85z 51,2
Aleman

Regresidn 1 6,652 5, 330% 0,34

Desviacién 10 1,248 30,4

x (P £ 0,05)

% (P S 0,01)
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Cuadro 3. Coeficiente de regresidn para el cdlculo de MSC predecida para
cada pasto usando luteina como indicador.

Coeficientes de regresidn

PASTO by b £?

Tlefante Gy 6175 $5,169 0,08
Fangola 0,778 G,657 0,32
Guinea 1,611 % 1,195%% 0,63
Para 3,565% 0,127 0,01
Gramalote 2,71 5%% 0,311 0,08
Aleman Z, Q81 = 1,637 0, 34

* (P <0,05)
o

P <0,01)

Cuadro 4, An#lisis de variancia para M5C medida por cada edad, usando
luteina comeo indicador-

EDAD BV, G.L. .M. F ré cLV.

4 zemanas

Regresidn 1 0,133 0,063 0,00z

Desviacién 22 2,106 31,3
8 semanas

Regresidn i 4,419 2,332 0,095

Desviacidn ¥ 1,694 46,8
12 semanas

Regresidn 1 6,570 3,899 0,150

Degviacidén 72 1,684 39,9




Cuadro 5. Coeficientes de regresidn para el cdlculo de MSC
para edades, usando luteina como indicador.

W
2

predecida

EDAD

Coeficientes de regresidn

[ e E e e T N N e

bO bl I."
4 semanas 4,157% G,054 0, 00z
& semanas 3, 357w 8,751 0,095
172 semanas 3, 736%:® ¢,261 0,150

St

*# (P £0,08)

(P 20,01)
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