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RESUMEN

Se prepararon concentrados proteicos de alfalfa (ALPC) a partir
de cultivares de alfalfa de bajo y alto nivel de saponinas. A menos
que la coagulacion y lavado de la proteina se hiciera a pH alcalino,
las saponinas tendian a concentrarse en la fraccion proteica & niveles
mayores que en la alfalfa original. Entre el G5 y 87 % de las sapo-
ninas totales quedaron en el residuo premsado después de la extrac-
ciomn del jugo.

Las fracciones proteicas de cultivares de bajo nivel en sapominas
contenian menos del 0,07 % de éstas, mientras que las procedentes
de los cultivares ricos en saponinas contenian hasta 1,33 %. Unu
revision de los estudios de alimentacion de porcino con ALPC mues-
tra que se obtienen excelentes resultados en raciones de crecimiento-
acabado. No se han detectado problemas en brotlers alimentados con
ALPC obtenido de alfalfas de bajo nivel en saponinas.

INTRODUCCION

Inicialmente, las investigaciones sobre concentrados proteicos de hojas
(leaf protein concentrates- LPC) han sido dirigidas fundamentalmente
hacia la obtencion de productos para consumo humano, especialmente
en paises en desarrollo (28). Aunque se dispone de mucha informacién
tul, no se han desarroffado todavia aplicaciones pricticas. Parece que la
razén de ello estriba en los costes y en la necesidad de maquinaria eficaz.”

(1) Comunicacion traducida v presentada. por delegacion de los autores, por ApOLFO AMELLA.
Colaborador Cientifico del Instituto de Economia y Producciones Ganaderas del Ebro
(C.S.1.C.), Meguel Servet, 177 - Zaragoza.
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Cuando nuestro Laboratorio se incorporé a este campo en 1968, tomamos
como objetivo el desarrollo de sistemas adicionales para las plantas deshi-
dratadoras, capaces de reducir el gasto energético y suministrar productos
de alta concentracién en proteinas y xantofilas, para alimentacién de aves vy,
posiblemente, de otros animales. Asi se desarrolld el proceso Pro-Xan,
habiéndose ya instalado plantas comerciales en Francia y Colorado (USA).

El objeto de la fase 11 de este proceso es obtener dos fracciones de LPC:
una para alimentacién de aves y una segunda para consumo humano (pro-
ceso Pro-Xan II). Este proceso estd actualmente en desarrollo a escala
piloto en nuestro Laboratorio.

Los concentrados proteicos de alfalfa (APC - alfalfa protein concentrates)
aparecen como excelente fuente de aminodcidos (2) y de otros nutrientes
para porcino (5, 6, 8 y aves (17, 18), asi como, potencialmente, para
consumo humano (3). Sin embargo, la posible concentracion de com-
puestos naturales biologicamente activos en estos productos, hace necesario
desarrollar procedimientos para reducir al minimo tales compuestos durante
el procesado.

Los APC pueden ser ya preparados de forma que contengan niveles
de estrogenos (cumestrol) mds bajos que los de la alfalfa fresca o alfalfa
prensada (14).

Ademis de los estrogenos de los forrajes, se ha encontrado que la al-
talfa y otras leguminosas contienen saponinas bioldgicamente activas (4,
20, 27, 34). que pueden inhibir ¢l crecimiento de pollos (HEvwang, B. W.
and H. R. Bikp, 1953) o disminuir la produccion de huevos de gallina (1).

H3C CH,OH

HEDERAGENIN
R = CARBOHYDRATE

Fig. 1. Estructuras de las saponinas de alfalfa, biolégicamente activas.
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Fig. 2. Etapas del proceso de preparacién de concentrado proteico.

CHEEKE et &/. (7), evaluaron los efectos de alfalfas deshidratadas de
alto y bajo nivel de saponinas en dietas para ratas, concjos y cerdos.
Concluyeron que con harinas de alfalfa bajas en saponinas s¢ conseguian
mejores crecimientos en ratas y cerdos que con las de alto nivel en sa-
poninas. En el caso de las ratas, atribuyeron la menor tasa de crecimiento
a la disminucién de la palatabilidad de las harinas ricas en saponinas.

Las saponinas de alfalfa biologicamente activas, son compuestos consti-
tuidos por un hidrato de carbono de cadena larga unido a una sapogenina,
dcido medicagénico (10, 13), con presencia, en menores cantidades, de las
sapogeninas hederagenina y acido lucérnico (20, 31) (véase fig. 1). Estas
tres saponinas contienen grupos carboxilicos y, por tanto, tienden a ser
mis solubles ¢n medio alcalino que en medio é4cido.

Aunque también existen, en la alfalfa, cantidades notables de saponinas
de soja, éstas no parecen contribuir a la inhibicidon del crecimiento de
pollos o de la produccién de huevos, y no precipitan con colesterol. La ca-
pacidad de complejarse con el colesterol justifica aparentemente la acti-
vidad fungiestatica de las saponinas, tanto del acido medicagénico como
de la hederagenina.

Recientemente, MaLNOw (21, 22, 23), en un estudio en colaboracién
con nuestro Laboratorio, demostrd que los efectos antarteroescleroticos de
harina de alfalfa, en monos, era debido fundamentalmente a la absor-
ci6n de colesterol en el intestino, por las saponinas de la alfalfa. En tal
estudio se alimentaron monos, tanto con harina de alfalfa completa, como
con saponinas extractadas y purificadas.

Hemos estudiado la distribucion de las saponinas biolégicamente activas
durante la preparacion de concentrados proteicos de alfalfa por dos proce-
dimientos distintos (Pro-Xan y Pro-Xan II, véase fig. 2). En el primer
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proceso (Pro-Xan), las proteinas solubles y las insolubles se precipitan
juntas (LPC completo), dando lugar a un concentrado proteico pigmentado
por la clorofila. En el segundo proceso (Pro-Xan II) se obtienen separa-
damente dos concentrados proteicos: uno con la clorofila (LPC verde) y
otro blanco (LPC blanco) (9, 11).

METODOLOGIA

Para nuestro estudio se utilizaron dos cultivares de alfalfa de la varie-
dad Ranger, de alto y bajo contenido en saponinas, procedentes de la finca
de la Universidad de California (Davis). La alfalfa fresca se molid a su pH
natural (5,8-6,1) y se prensé en un sistema de doble tornillo, separando
un jugo verde y un residuo. El jugo se ajusté después a pH 8,5 adicio-
nando NH,OH concentrado. El LPC completo se preparé calentando por-
ciones de 1.500 g de jugo verde a 80-85 °C, mediante inyeccion de vapor,
manteniéndolo durante 5 minutos y enfriando después a temperatura
ambiente. El codgulo proteico se colocd en un saquete de tela de nylon,
a manera de filtro, prensindose hasta contener el 35 o 40 % de sélidos,
y luego se liofilizé (12). El juso pardo resultante de este prensado se lio-
filiz6 igualmente para realizar 2l analisic de sapc ~inas.

El LPC fraccionado se preparé ca'cntando el jugo verde completo a
60 °C durante 20 segundos, mediante inyeccién de vapor y enfriando
inmediatamente (9). Una cantidad del jugo cale .ado se centrifugé a 0 °C,
a 27.000 g durante 20 minutos, para separar ¢. LPC verde del LPC blanco.
El liquido claro se decantd del precipitado verde y se calentd en baiio de
vapor hasta 85 °C durante 5 minuros, enfriandolo ripidamente después
en baiio de hielo. El codgulo blanco d¢ LPC sc¢ colectd por centrifugacion
refrigerada, se lavo tres veces con agua y se liofilizo.

En algunos de los ensayos se varié el pH Je coagulacion y de los la-
vados para determinar los efectos sobre la distribucion de las saponinas.

Los solubles de alfalca .csultant~ de la preparacion del LPC blanco
también se liofilizaron.

TABLA 1

CONTENIDO EN SAPONINAS (% SOBRE MATERIA SECA) DE LOS PRODUCTOS
DEL FRACCIONAMIENTO DE ALFALFAS DE BAJO Y ALTO NIVEL DE SAPONINAS

Alfalfa Alfalfa
Producto de bajas saponinas de altas saponinas

Alfalfa completa 0,14 1,71
Alfalta prensada 0,13 0,66
LPC completo (Pro-Xan)* ................... 0,10 1,90
Solubles de alfalfa* ........................ 0,06 0,65
LPC verde (Pro-Xan II* ..., 0,08 1,54
LPC blanco* ... 0,21 2,88
Solubles de alfalfa* .......................... 0,06 0,47
LPC blanco® ... 0,12 0,97
Solubles de alfalfa® ... ... 0,20 1,17

4 Coagulacion y lavado a pH 6,0 y 8,5 respectivamente.
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TABLA 2

DISTRIBUCION DE SAPONINAS (SOBRE MATERIA SECA) Y MATERIA SECA DURANTE
LA PREPARACION Y FRACCIONAMIENTO DE LPC DE ALFALFAS DE BAJO Y ALTO
NIVEL DE SAPONINAS

Alfalfa de Alfalfa de
bajas saponinas altas saponinas
Rendimiento Saponinas Rendimiento Saponinas
materia seca (%) recuperadas (%) materia seca (%) recuperadas (%)
Productos
Residuo prensado .......... 80,3 86,8 76.0 65.0
LPC verde* .. ................ 8,7 5,8 11,1 22,1
LPC blanco® ................. 1,5 2,7 6 6.0
Solubles de alfalfa® ........ 9.5 4,7 11,3 6,9
LPC blanco® ................ — — 1,9 2,2
Solubles de alfalfab ........ — — 10,5 15,0

&b Coagulacién 2 pH 6,0 y 8.5 respectivamente.

Los anilisis de saponinas se llevaron a cabo por el procedimiento de
LiVINGSTON ez 4/. (1977). Las muestras se analizaron por duplicado,
a tres niveles, utilizando un ensayo con Tricodernia, comparando los resul-
tados con los de patrones de saponinas por regresion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 muestra el contenido en saponinas de los productos pre-
parados con cultivares de alfalfa de alto y bajo nivel de saponinas. La con-
centracién de éstas en ambos casos era superior en los LPC completos que

TABLA 3

EFECTO DEL pH DE LA COAGULACION Y LAVADO SOBRE EL CONTENIDO
EN SAPONINAS DEL LPC BLANCO

pH de Contenido en
coagulacion pH de lavado saponinas (% )"

4 E! contenido en saponinas de fa alfalfa entera era de 0,259, lim. conf. al 95 %:

0,20-0,29 %.
Sobre materia seca.
¢ Entre paréntesis, lim. conf. al 95 %.
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en los LPC verdes (Pro-Xan 1I) y siempre mayor en los LPC coagulados
y lavados a pH 6,0. Coagulando y lavando a pH 8,5, el contenido. en
saponinas del LPC blanco se reducia considerablente, siendo inferior
al de la alfalfa de partida. El problema de la complejacion de las sapo-
ninas con las proteinas puede resolverse, en gran medida, coagulando y la-
vando la proteina a pH alcalino (8,5).

Como se pone de manifiesto en la tabla 2, la mayor parte de la ma-
teria seca y de las saponinas quedan en el residuo prensado. Aunque los
LPC coagulados a pH 6,0 contenian s6lo 1,5 y 1,6 % de materia seca,
en ellos se recuperaba mayor proporcién de saponinas que en los otros
productos proteicos.

La tabla 3 presenta los efectos de la variacion del pH de la coagu-
lacién y lavado en el contenido de saponinas del LPC blanco. Como podia
esperarse, debido a los grupos carboxilo de las saponinas biolégicamente
activas y a su solubilidad mayor en solucién alcalina, el LPC blanco pre-
parado a pH 8,5 contenia menos saponinas que los obtenidos a pH infe-
rior. Parece ser, pues, que el pH de la coagulacion juega el papel mis im-
portante, ya que el LPC blanco coagulado a pH 8,5 contenia menos de la
mitad de saponinas que el coagulado a pH 6,0 y lavado a pH 8,5.

TUNG et a/. (33) prepararon un producto seco del jugo completo de alfal-
fas de altas y bajas saponinas, para experiencias de alimentacién con pollitos
de un dia. Estas preparaciones contenian todos los componentes solubles
de las hojas, asi como las proteinas. La mayorfa de los LPC se preparan
coagulando y separando la proteina del jugo antes de secarlo, eliminando
asi la mayor parte de los solidos solubles en el jugo. En tal estudio, la
ganancia en peso de los pollitos se reducia en mis del 50 % al alimentarlos
con ese jugo completo desecado procedente del primer corte de alfaifa
de alto contenido en saponinas, y casi en la misma proporcién usando el
segundo corte.

Estudios preliminares en alimentacién de aves, en nuestro Laboratorio,
y ensayos en colaboracién sobre alimentacién de cerdos demostraron que

TABLA 4

GANANCIA EN PESO DE POLLITOS Y EFICIENCIA ALIMENTARIA
(GANANCIA/ALIMENTO) (1)

Ganancia media Eficiencia
Racién por pollito (g) (2) alimentaria (3)
5782 0,7012
5772 0,701a
% Pro-Xan ... 5672 0,684b
20 % Pro-Xan ..........ococooooveveveineii.. 569 0,669¢.d
20 % Pro-Xan+Lisina ...................... 5572 0,683b.c
20 % Pro-San + Lisina + Colesterol ........ 5812 0,676b.c.d
20 % Pro-Xan +K+Mg ... 5782 0,6684

(1) KuzMmIcky, et af., 1971. .
(2) Pollitos machos (white-rock) de un dia se alimentaron durante 7 dias con la racién
maiz-soja, siguiendo con la racién experimental durante 19 dias. Se hicieron 4 ensayos con
7 pollitos por ensayo para cada racion. El peso medio de cada pollito al inicio fue de 126 g.
(3) Las medias no seguidas de la misma letra son significativamente diferentes.
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TABLA 5

RESULTADOS .EN EL CRECIMIENTO-ACABADO DE CERDOS.
ALIMENTADOS CON APC (CONCENTRADO PROTEICO DE ALFALFA) (1)

Ganancia media Relacién alimento/
Tratamiento diaria (g) ganancia
Control 1.003 3.41
5 % APC 903 2,96
10 % APC 1.067 3,16
15 % APC 908 3,42
20 % APC 881 3,29
24 % APC 985 3,47

(1) MyEr et al.. 1975.

TABLA 6

RESULTADOS EN CRECIMIENTO-ACABADO DE CERDOS ALIMENTADOS CON APC
(CONCENTRADO PROTEICO DE ALFALFA) (1)

Ganancia media diaria (g)

Tratamiento Crecimiento Acabado
Control (alfalfa henificada) ................. 623* 804
Control (alfalfa deshidratada) . 595% 799
7 % APC 5722 726
14 % APC ... 690° 808
20 % APC 767° 831

2 Difiere significativamente de b a P<0,05.
(1) MyEr, ez al., 1975.

TABLA 7
CONTENIDO EN SAPONINAS DE HARINAS DE ALFALFA
Variedad y origen Métodos de secado % saponinas Lim. conf. 95 %

Lahontan-Kansas ................ Deshidratada 0.19 0,16-0,25
Northrupt King Thor-Kansas Deshidratada 0,67 0,54-0,86
California - Common............ Deshidratada 0.21 0.09-0,34
Kansas Common ................ Deshidratada 0,58 0:46-0,75
Ranger - Nebraska ... Deshidratada 0.55 0,42-0,73
Lahontan - Nevada Henificada 0,37 0,25-0,52
Lahontan-California ............ Deshidratada 0,16 0.12-0,20
Lahontan - California ........... Liofilizada 0,11 0.08-0,14
Ranger-baja en saponinas ..... Deshidratada 0.14 0,12-0.16
Ranger-alta en saponinas ...... Deshidratada 1,71 1.33-2.11
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los efectos inhibidores sobre el crecimiento, por las saponinas del LPC,
no son importantes (tabla 4), siendo la mayoria de los sélidos solubles eli-
minados durante el proceso. Kuzmicky e# 4/. (19), encontraron que no
habfa diferencias significativas en la ganancia en peso de pollos alimen-
tados con maiz-soja Gnicamente y con 27 % o 54 % de LPC. Aunque la
dieta con 54 % de LPC producia heces mas hiimedas, la adicién de coles-
terol no incrementaba las ganancias.

MYER ez a/. (24) sustituyeron a la harina de soja por LPC en raciones
para crecimiento-acabado de cerdos (tabla 5). En uno de los ensayos se in-
cluyd el LPC a niveles de 0,5, 15, 20 y 24 % en una dieta base de cebada,
siendo el crecimiento en todos ellos excelente, poniendo de manifiesto
que el LPC puede sustituir a la soja en raciones de engorde. En un se-
gundo estudio se alimentaron cerdos (10 por tratamiento), haciendo dos
controles (alfalfa deshidratada al 7 % vy alfalfa henificada al 7 %) y niveles
de 14 y 20 % de LPC en una dieta base de maiz. En la fase de acabado
los niveles fueron de 5 % de alfalfa y 5, 11y 16 % de LPC.

Dado que no se conocen los anilisis de saponinas de los citados ensayos
de Kuzmicky en pollos y de CHeeke en cerdos, sus resultados positivos
pueden ser atribuidos a que utilizaron variedades comerciales de alfalfa
(Lahontan) de bajo contenido en saponinas. Pero, a pesar de esto, sigue
siendo deseable minimizar el posible contenido en saponinas del LPC
por coagulacién y lavado a pH 8,5. Es también interesante utilizar varie-
dades de alfalfa de conocido bajo nivel de saponinas. En la tabla 7 se
muestran los anilisis de saponinas de una serie de variedades comerciales
de alfalfa de diversos lugares de USA. La amplia gama del contenido en
saponinas pone claramente de manifiesto la importancia de llevar a cabo
anilisis de saponinas en las alfalfas de las que vaya a prepararse LPC, uti-
lizando para esto sélo aquéllas que presenten bajo contenido en saponinas
biolégicamente activas.

BIBLIOGRAFIA

(1) ANDERSON, J. O., 1957: Poulury Sci., 36, 8753.

(2) Bickorr, E. M., BootH, A. N., DeFremery, D., Epwarps. R. H.. Knuckies, B.,
Miier, R. E., Saunpers, R. M., Kownier, G. O., 1975: Nutritional evaluation of alfalfa
leaf protein concemtrate. In «Protein Nutritional Quality of Foods and Feedss, vol. 1,
part. 2, FRiIEDMAN, M., Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, p. 319.

(3) Bickorr, E. M., DeFremery, D., EpwarDs, R. H., Knuckies, B. E., Kouter, G. O.,
:;nd M[LléER(; R. E. Preparation of soluble edible protein from leafy green crops. U. S. Par.

, 959, 246.

(4) Birg, Y., BonDI, A., GESTETNER, B.. Isnaa, 1., 1963: Nature, 197, 1089.

(5) CHEEKE, P. R., 1974: Nurr. Rep. Int'l. 9, 267.

(6) Cueeke, P. R., Kinzew, J. H., DeFremery, D., Kouter, G. O., 1977 a: J. Anim.
Sci., 44, 772.

(7) Cueeke, P. R., Kinzewr, J. H., Pepekrson, M. W., 1977 b: J. Anim. Sci., 46, 476.

(8) ChEeke, P. R., Myer, R. O., 1973: Feedstuffs, 45 (51), 24.

(9) Dk Fremery, D., Miuier, R. E., EDwarps, R. H., Knuckies, B. E., Bickorr, E. M.,
Konier, G. O., 1973: J. Agric. Food Chem., 21, 886.

(10) Dyerasst, Carl, THomas, D. B.. Livingston, A. L., Tompson, C. R., 1957: J. Amer.
Chem Soc., 79, 529.

(11) Epwarps, R. H., Miier, R. E., DeFremery, D., Knuckies, B. E., Bickorr, E. M.,
Konier, G. O., 1975: J. Agric. Food Chem. 23, 620.

PASTOS 115



(12) Epwarps, R. H., De Fremery, D., Mackey, B. E., Kouier, G. O., 1977: Transac-
tions ASAE, 20, 423.

(13) GESTETNER, B., 1971: Phytochem., 10, 2221.

(14) Knuckies, B. E., De FreMery, Donald, Konier, G. O., 1976: J. Agric. Food
Chem., 24, 1177 (1976).

(15) Komnier, G. O., Bickorr, E. M., Spencer, R. R., Wirr, S. C., Knuckies, B. E.,
1968. Tech. Alfalfa Conf. Proc., 10 th ARS-74-46, 71.

(16) KoHLEr, G. O. and Knuckies, B. E. May 1977. Food Tech. 191.

(17) Kuzmicky, D. D., Kunier, G. O., 1977: Poultry Sci., 56, 1510.

(18) Kuzmicky, D. D., Livincston, A. L., Knowies, R. E., Konier, G. O., Guen-
THER, E., Oson, O. E., Carwson, C. W., 1977. Pultry Sci., 56, 1504.

(19) Kuzmicky, D. D., KoHier, G. O., Bickorr, E. M. July 29, 1971.: lith Tech.
Alfalfa Conf. Proceedings, 58.

(20) LvVINGSTON, J., 1959: Org. Chem. 24, 1567.

(21) Maunow, M. R., McLaugHun, P., KoHier, G. O., LiviNstoN, A. L. 1977 A:
Steroids, 29, 105.

(22) Maunow, M. R., McLaucHuiN, KoHLEr, G. O., LIVINGSTON, A. L., 1977 b: Clin.
Res., 25, A 97.

(23) MauNnow, M. R., McLaugHuN, P., StarForp, C., KoHier, G. O., LivingsToNn, A. L.
1978. Int. Conf. on Atherosclerosis, Carlson, L. A., Ed. Raven Press, N. Y., 1978.

(24) Mvyer, R. O., Cueekg, P. R. Kennick, W. H. 1975: J. Anim. Sci., 40, 885.

(25) Peperson, M. W., Zimmer, D. E., McALLister, D. R., ANDERSON, J. O., WILDING,
M. D., Tavior, G. A., McGuirg, C. F. 1967: Crop Sci., 7, 349.

(26) PepersoN, M. W., Wang, L. C., 1971: Crop Sci., 11, 833.

(27) PetersoN, D. W., 1950: J. Biol. Chem., 188, 647.

(28) P, N. W., 1966: Sci., 152, 1701.

(29) PiE, N. W., 1971: «Leaf protein: Its agromomsy, preparation, quality and use».
IBP Handbook 20, Blackwell Scientific Publication, Oxford and Edinburgh.

(30) Resuer, F., GesTeTNER, B., Bk, Y., Bonpl, A., 1976: ]. Sci. Food Agric., 27, 63.

(31) Suaney, S., GesTeTner, B., Birk, Bonpi, A., Kikson, 1., 1972: Israel J. Chem.,
10, 881.

(32) STAHMANN, M. A., 1968: Econ. Botany, 22, 73.

(33) Tunc, J. Y., Straus, R. J., ScHott, J. M., Sunpe, M. L., 1977: Paper 77—1010,
presented at An. Meeting Amer. Soc. Agr. Eng., N. Carolina State Univ., June 26-29.

(34) Wavrrer, E. D., VanArTta, G. R., THompsoN, C. R., Maciay, W. D., 1954:
J. Amer. Chem. Soc., 76, 2271.

MINIMIZING THE EFFECTS OF SAPONINS IN ALFALFA LEAF PROTEIN CONCENTRATES ON POULTRY AND SWINE

SUMMARY

Alfalfa leaf protein concentrates (ALPC) were prepared from both low and high saponin
alfalfa cultivars. Saponin tended to be concentrated in the protein fractions at higher levels
than in the original alfalfa unless coagulation and washing of the protein were done at an
alkaline pH. Sixty-five to 87 % of the total saponin remained in the press cake following
dejuicing.

Preparation of protein fractions from a low saponin cultivar resulted in saponin levels
of less than 0,07 % compared to a saponin content of 1,33 % in the protein prepared from
a high saponin alfalfa cultivar. A review of swine feeding studies showed that ALPCs could
provide excellent results in growerfinisher rations. No detectable saponin problem for broilers
was found in ALPCs prepared from commercially grown low saponin alfalfa.
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