CENTRO AGRONOMICO TROPICAL DE INVESTIGACION Y ENSERANZA
SUBDIRECCION GENERAL ADJUNTA DE ENSENANZA

PROGRAMA DE POSGRADO

EFECTO DEL SECADO Y METODO DE ANALISIS SOBRE LOS ESTIMADOS
DE TANINOS Y LA RELACION DE ESTOS CON LA DIGESTIBILIDAD IN
VITRO DE ALGUNOS FORRAJES TROPICALES.

Tesis asometida a la consgideracion del Comité Téecnico
Académico del Programa de Estudios de Posgrado en Clenclae
Agricolas vy Recursose Naturales del Centro Agrondémico
Tropical de Investigacién y Ensefianza para optar al grado de

MAGISTER SCIENTIAE

Por

SILVIA VALERIO CHAVES

Turrlalba, Costa Rica
1980



Esta tesis ha sido aceptada, en su presente forma, por
la Coordinacidén del Programa de Estudios de Posgrado en
Ciencias Agricolas y Recursos Naturales Renovables del CATIE
y aprobada por el Comité Asesor del estudiante como requisito
parcial para optar al grado de:

MAGISTER SCIENTIAE

COMITE ASESOR:

<.““E" « :
j%z:;Zﬁav;EZ;w/M§£<p

Francisco Romero{ Ph.D.
Profesor Consejero

Maria Kass, Ph.D.
Miembro del Camnité

SJolo & (4

Danilo Pezo, Ph.D. 4
Miembro del Comité

Miembro del Caunité

Ramon Lastra, Ph.D.
Coordinador Programa Posgrado

e Q -

Silvia Valerio Chaves
Candidato

ii



DEDICATORIA

A mis padres, Jose Rafaél y Norma, por su esfuerzo,
abnegacién v perseverancia por ayudarme en mi superacibn
personal, y por haberme inculcado el respeto por otrog v el

amor a la naturaleza.

A Jose, mi esposoO, oy su paciencia ¥y ApPOYO
incondicionales, sin cuya comprensgién y estimulo no podris

haeber alcanzado las metas propuestas.

I1I



A

Al

Al

Al

AGRADECIMIENTOS

los Doctores Francisco Romero, Marls Kass y Danilo Pezo,

consejero principal y miembros del comité asesor,
respectivamente, por su apoyo y aporte en la direcciodn,
realizecidn y revisidn de la presente tesis; ml sincero
agradecimiento a elloes por su invaluable amistad.

Proyecto AFN/Laboratorioc de Nutricidén Animal y al CATIE
por costearme parclalmente los gastos de los estudios
de maestria.

Proyecto Use of Poro (Erythrina sep) and Madero Negro
(Gliricida sepium) as a protein source for dairy cattle
(AID-SCI 936-5542-12) por Bu colaboracidtn en 1la
publicacidén de la presente tesis.

Proyecto Sistemas Silvopastofiles CATIE~-CIID por la
invaluable colaboracién en la ejecucidén de esta tesis,

A todos loe profesores del Area de Ganaderia Tropical y del

Al

CATIE, en general, por compartir sus conocimientos, asi
como & todos los trabajadores de la Finca Ganadera del
CATIE que de una u otra forma estuvieron relacionados
con mi estancia en esta institucién.

Lic. Gerardo Rodriguez, responsable del Laboratoric de
Nutricion Animal del Area de Ganaderia Tropical del
CATIE, cuyvos conocimientos yv aportes fueron decisivos
en el presente trabajo.

la Ing. Circe Ramirez con quien comparto una bella

amistad, le agradezco por su hospltelidad y su apoyo
desinteresado.

Frank Lépez, Luis Carlos Saborio y Erick Lépez quienes
compartieron conmigo el trabajo de campo y laboratorio,
motivando slempre con su Jovialidad.

A todos loe compafieros y amigos de promocldn, especialmente

A

a la Ing. Beatriz BSandoval por compartir su amistad y
momentos especisales en esta institucidn.

todas agquellas personas que hicieron posible la

realizacién vy conclusién de esta tesis, a todas ellas
un sincero agradecimiento.

Iv



BIOGRAFIA

El disg 16 de Bsetiembre de 1964, en la ciudad de San
José, Costa Rice, nace la autora de este trabajo. Entre los
afios de 1971 a 1981 realiza sus estudios primarios vy
secundarios. En 1982 ingreesa & ls Universidad de Costa Rica
graduéndose en 1986 como Bachiller en Biologla. Un afio
despuée, es nombrada encargada del laboratorio de Boténica
de la Escuela de Biologia de la Unilversidad de Costa Rica.
En ese mismo afio, presta sus egervicioe como profesora de
Boténica a 1la Escuela Centroamericana de Ganaderia ubilcads
en Atenas, Costa Rica; vy a s8u vez ingressa a la Seccidn de
Patologia Experimental del Hoepital México, Costa Rica. En
el afioc de 1988 laboré en el Centro de Investligaciones

Marinas de la Universidad de Costa Rica.

En setiembre de ese afio, 1inicia sus estudios de
posgrado en el Programa de Produccidn y Desarrollo
Agropecuario Sostenido del Centro Agronémico Tropical de
Investigacién v Enseflanza (CATIE), obteniendo el grado de
Magieter Scientlese con énfasis en Nutricidén Animal, en

diciembre de 1990,



CONTENIDO

Pagina
DEDICATORIA IT1I
AGRADECIMIENTOS Iv
BIOGRAFIA v
CONTENIDO Vi
RESUMEN _ IX
SUMMARY X1
LISTA DE CUADROS XIII
APENDICE VI
1. INTRODUCCION 1
2. REVISION DE LITERATURA. 4
2.1. Constitucidn guimica y distribucion de los
taninos. 4
2.2. Clagificacion de los taninos. 5
2.2.1. Taninoas hidrolizables. 5
2.2.2. Taninos condensados. 6
2.3. Taninos como factores antinutricionales. 8
2.4. Otros efectos no detrimenteles de los taninos.
12
2.5, Algunase metodologias utilizadas pars la
cuantificacidn de taninos. 13
2.5.1. Prueba de Folin-Denis. 14
2.5.2. Método gravimétrico con iterbio. 14
2.5.3. Método de n-butanol en medioc aAcido. ib
2.8.4. Método de vanilina en medio &cido. 16
3. MATERIALES Y METODOS,. 19
3.1. Locallizecibébn y caracteristlcas generales del
Area experimental. i8
3.2. Manejo general del ensayo. 20

Vi



3.2.1. Experimento 1. Adaptacién de las

metodologlas de anélisis de tanines a
lag condicliones del Laboratorio de
Nutricién Animal, CATIE.

J3.2.1.1. Varisebles de respuesta

3.2.2. Experimento 2. Efecto del secado ¥y
método de anélisis sobre los estimados
de taninos y la relacién de eastos con la
dlgestibilidad de algunos forrajes
tropicales.
3.2.2.1. Muestras experimentales
3.2.2.2. Tratamientos
3.2.2.3. Variables de respuesta

3.2.2.4. Disefioc experimental y snalisis
estadlstico

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1.

4.2.

Experimento 1. Adaptacién de les metodologias
de analimsis de taninos a las condiciones del
Laboratorio de Nutricidn Animsl, CATIE.

4.1.1. Método de Vaniline en medio Acido.
4.1.2. Método de n-Butanol en medio &cido.

4.1.3. Método de Iterblo (Ytterbium).

4.1.3. Método de Folin-Denis (Folin
Ciocalteu).
Experimento 2. Efecto del secado y método de

andlisis sobre los estimados de tenincs vy la
relacién de estos con la digestibilidad de
algunoe forrajes tropicales

4.2.1. Anéalisis de varianza para cada una de
las diferentes metodologlas evaluadaes.

4.2.2. Relacion entre los estimados de taninos
obtenidos por las diferentes
metodologias evaluadas.

4.2.3. Relacidtn entre los estimados de taninos
obtenidos por las metodologias evalusadas
v la digestibilidad de loe forrajes
analizados.

VII

20
22

22
22

26

26

28

28
29
33
40

44

45

46

63

68



o ~ o O

. CONCLUSIONES.

. RECOMENDACIONES.

. LITERATURA CONSULTADA.
. APENDICE.

VIII

74
76
77
85



VALERIO, S. 1880, Efecto del secado y método de anélisig
sobre los estimados de taninos y la relaclén de estos

con la digestibilidad in vitro de algunos forrajes
troplecales.

Palabrasg Claves : Taninos, leguminosas troplcaleeg, andlisis
de fenoles, Iterblo, Folin-Denis, Vanilina, Butanol, valor
nutritivo.

RESUMEN

Se evaluo el efecto que pueden tener los métodos de
gecado de la muestra sobre los estimados de taninos en
forrajes troplcales. Asi como la relacién de la
concentraclén de taninoe presente en un forraje con la
digestibilidad in vitro de los mismos.

El estudlo fue realizado en el Laboratorio de Nutriciloen
Animal del Area de Ganaderias Tropical, del Centro Agrondmico
Tropical de Investigaciétn y Enseflanza (CATIE). Conetd de
dog experimentos gue utilizaron muestras de forrajes
tropicales.

En la primera investigacién se estudiaron diferentes
metodologias para cuantificar taninos, con respecto a su
factibilidad de ser utillzades en el laboratorio de
Nutricién Animal del CATIE.

En el segundo experimento, las muestras utilizadas
conslaetieron en hojae de 20 especles forrajeras (19 de ellas
leguminosag), tanto arbdéreas como herbéceas, de las cuales
se conocia la DIVMS. A estas muestras se les analizé el
contenido de taninos por 4 diferentes métodos (Folin-Denis,
Determinacidn gravimétrica con lterbic, Butanol en medio
dcido y Vaniline en medio acido), evalusndo pars cada método
el efecto del tipo de secado sobre los estimados de taninos
(secado en horno a 60 oC y liofilizado: extraceidén de
humedad al vacio a baja temperatursa).

Las sspecies que mée se vieron afectadas por el tipo de
aecado fueron Desmodlium ovalifolium, Alblizila sp, Inga sp y
Flemingla macrophylla, para log diferentes métodos de
anélisis. En general, las asrbdéreas evaluadae no se vieron
afectadsas por el 8ecado, cuando se analizaban por los
métodos de Follin-Denis y n-Butanol (P<0.0Q1).

LLeg especiles herbéceas wutilizadas noc se vieron
afectadas por el egecado al trabajar con la prueba de
Iterbio, e#in embargo, si existid interaccién del secado con
egpecies (P<0.01). Pera 1la prueba de Iterbio, una mayor
cantidad de especies se ven afectadas por el método de
secado, que en el resto de los métodos.
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Lag mejoree correlaciones entre lose resultados
obtenidos para cada uno de los métodos se dieron entre las

siguientes pruebas: Folin-Denies e Iterbio, Folin-Denis y n-
Butanol, n-Buteanol y Vanilina.

La mejor correlacidn obtenida entre DIVMS y contenido
de taninos, cuando ge consideraron las 20 especles
independientemente del secado, se diéd entre ambas varisbles
para el método de Folin-Denis (r=-0.82), v en segundo lugar,
por el método de Iterbio (r=-0.77). La mejor correlacion
entre DIVMS y taninos para especies herbéceas se dio en los
metodos de Folin-Denis, Iterblio, Butanol. Para esgpeciles
arboreas fue Folin-~Denis



VALERIO, S. 1880. Effect of drying and methods of
analysis on the eatimates of tannine and the relstion
between this and IVDMD of some tropical forages.

Key words: Tannine, tropical legumes, phenol analisys,
Ytterbium, Folin-Denis, Vaniilin, n-Butanol, nutritive
value.

SUMMARY

The effect of different drying methods on the tannin
content estimates of s8ome tropical forages, and the
relationghip between tannin concentration and in vitro dry
matter digestibllity (IVDMD) were evaluated.

Two experiments were carried out at CATIE'S Nutrition
Laboratory and the Dalry Experimental Ferm, 1in Turrialba,
Costa Rica. In the first investigation, different methods
to analyze tannin content were evaluated and asdecuated to
the conditions of the Animal Nutrition Laboratory st CATIE.

In the second study, the sampleg uped consiegted in
leaves of twenty forage species (189 of which were legumes).
IVBMD was known. Tannin contents were analyzed by four
methods (Folin-Denis, gravimetric aseay using Ytterbium,
butanol-Hecl assay and Vanillin-HCl assay), considering for
each method the effect of sample drying (Freeze-dried and
oven-dried).

The specles that were most affected by kind of drying:
Desmodium ovalifolium, Albizia sp., Flemingia macrophylla.

For different methods of analysing in general, the
trees studied were not affected by the drying, when using
Folin-Denis (FD) and Butanol (BUT) assays (P>0.01).

The herb species used, were not affected by drying when
working with Ytterbium. However, interaction between drying
and egpecles existed.

For Ytterbium (YB) assay, &a mayor guantity of speciles
were affected by drying method than in the rest of the
methods.

The best correlations between the results for each one
of the methods were given by the followlng: FD-YB, FD-BUT,
BUT-VAN.

FD) and YB presented the best correlation (r=-0.82 and
r=—-0.77) obtained between IVDMD and tannin content when the
20 species were considered (independently from drying
method).
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The best correlation between IVDMD and tannin content
for herb specles was given in the methods of FD, YB and BUT;
for tree species was FD.
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1. INTRODUCCION

Existe una serie de compuestos producto del metaboliasmo
no esenclal de las plantas que estéan presentes s6lo en
algunes especies en particular. Estos metabolitos
secundarios estan relacionados con problemas tales como la
toxicidad potencial de algunas plantas forrajeras,
deficiencias inducidas y efectos adversos sobre la respuesta
animal, cuando estas especies son consumidas (Burns, 1878;

Lowry, 1888).

Los taninos vy compuestos fenblicos relacionados
representan salgunos de estos compuestos secundarios.
Aparentemente, Bu.funcién principal en la planta es la de
evitar la depredacién por bacterias, hongos y herbivoros en
general, aunque 8s8e han desarrollado principalmente como
regpuesta al ataque de insectos (Cope et al, 1871; Lane y
Schuter, 18981; Van Soest, 1982; Lowry, 1989). Algunos
rumiantes han desarrollado mecanismos de detoxificacién para
estos compuestos a partir de la coevolucidédn gque pudo' haber
existido entre estos animales y plantas con alta

concentracidén de taninos (Minson y Hegarty, 1884).

La ocurrencla de taninos en plantas forrajeras

tropicales es de gran interés debido a que estas sustanclas



pueden afectar el rendimiento animal. La presencia de
taninos ha sido asccieda con el control del timpaniemo en
runiantes (Sarkar et al, 1976), mejoras en la utilizacidn de
la proteina como proteina sobrepasante (Preston y Leng,
1987; Galindo et al, 1989), asi como una reduccién en la
palatabilidad o apetecibilidad vy en la digestibilidad de

algunos forrajes (Broadhurst y Jones, 1978).

Se ha reportado gque algunas de las legumincoseas
forrajeras tropicalea qgque presentan altos contenidos de
taninos en sus hojas y dpices son variae especies de los
géneros Acacla, Inga, Albizia y Desmodium (Govindarajen vy
Mathew, 1965; Reed et al, 1982; Reed et al, 1985; Reed,
1886). Sin embargo, existe escasez de informacidén respecto
a la identificacidn, cuantificacién vy mecanismoes de accildén
de estos metabolitos en plantas tropicales, gque si han sido
ampliamente estudiados en leguminosas de clima templado

(Minson y Hegarty, 1984}.

Varios autores puntualizen la necesidad de realizar
estudios con métodos analiticos mejorados para la
determinacién cuantitativa de los compuestos fenblicos que
dieminuyen el wvalor nutritivo del forraje tropical (Van
Soegt et al, 1885; Mueller-Harvey et al, 1887), tomando en
cuenta los diferentes objetlvos de cada una de las

metodologias utilizadas.



Con base en estas consideraciones se plantearon los

slglientes objetivos

~Evaluar la factibilidad de utilizar algunas
metodologiae para la cuantificecidén d4de taninos en el

laboratorio de Nutricidén Animal de el CATIE.

~Peterminar el efecto que pueden tener loes métodos de
secado de la muestra sobre los estimados de taninos en

forrajes tropicales.

-Relacionar le concentracidén de taninos presente en un

forraje con la digestibillidad in vitro de los mismos.



2. REVISION DE LITERATURA

Muchas plantas forrajeras tropicales, tanto arbéreas
como herbéceas, se caracterizan por contener una elevada
cantidad de compuestos fendlicos. Generalmente, las
sustancias fenélicae tienden a ser solubles en agua ¥y
frecuentemente se encuentran en combinacién con azicar como
glic6eidoe, localizdndose principalmente, en vacuolas
celulares o formando parte estructural de los tejidos
vegetales (Harborne, 1584). Dentro de estos compuestos

fendlicos se encuentran los taninos.

Loe taninos han sido utilizados en la industria para
dar textura y sabor a algunos alimentos (Govindarajan vy
Mathew, 1865), asi como parae curtir cueros y maderas (Yague,
1969). En Colombia, el guamo (Inga spectabilis) produce més
del 30% de los taninos usados para curtiembre de cueros

(Torres, 1886).

2.1. Constitucién quimica y distribucién de los taninos

Los taninos se presentan ampliamente distribuidos en
plantes vasculares, su ocurrencia en angiospermes ests
particularmente asociada con tejidos lefiosos (Heslaem, 18986).
En la célula vegetal los taninos se localizan separadamente
de las proteinas y enzimas del citoplesma, pero cuando el

tejido es dafindo, s8e liberan loa taninos y reaccionan con



las proteinss haciéndolas menos accesibles al animal

(Harborne, 1984).

Los taninos son compuestos polifendlicos solubles en
agua, de pesos moleculares variados pero superiores a 500 vy
con la propiedad de preciplitar proteinas e inhibir algunas

enzimas (Jones et al 1976; Pichard et al 1989).

Algunos autores {Bate-8Smlth, 1973; Ferreyra y Tomés,
1984; Van Soeat et al, 18985; Lowry, 1989) mencionan que
otras caracteristicas presentadas por los taninoe son:

1. Poseen propledades antimicrobiales que podrian

afectar la taesa de fermentacidén ruminal.

2. Producen un sabor amargo o astringente.

3. Tienen la capacidad de poder unirese a carbohidratos

'y otroe polimeros no protéicos.
2.2. Clasificaclén de los taninos

Loe taninos se clasifican convencionalmente en dos
grupoe principales: a) taninos hidrolizables, entre los que
Be encuentran los ellégitaninoa v los gelotaninos ¥ b)
taninoes condensgados, los que incluyen 8 las
proantocianidinas y a 1los flavonoides (Haslam, 1878; Van

Soest et al, 1985)
2.2.1. Taninos Hidrolizables

Lo taninos hidrolizables son ésteres complejos cuyo

nicleo es una glucosa rodeada por variass combinaclones de



acidos polifenélicos, que pueden ser hidrolizados en medio
alcalino o ligeramente Acido (Van Scest et al, 1985). Mc
Leod (1974) indica que estos taninos también pueden ser
hidrolizados por accibdn enzimdtics, produciendo algunos
residuos azucarados asi como 4dcido fenilcarboxilico, ¥
pueden polimerizarse con taninos ya condensados parse formar

flavonolides polimericos.

Segin Lowry (1988), los taninos hidrolizables pueden
ser encontrados en muchas familias vegetales, casi en su
totalidad en especles lefiosas. En contreste, Harborne
(1884) menclona que los taninos hidrolizables ademds de
estar limitadoe a dicotiledoneas, 8e encuentran en pocas
famillas. Aparentemente estan relacionados con toxicidad en
Quercus havardili {Norteamérica), Terminalia oblongata
(Australia) y Clidemin hirta en Asia (Lowry, 1888). En
todos estos casos, menciona el autor, los tanlnos se
encontraban a altos niveles (15-30% del peso seco de la

hoja).

2.2.2. Taninos Condensados

Los taninos condensados ocurren casgl universalmente en
helechos ¥y gimnospermas, aungue también estédn smpliesmente
distribuildos entre las angiospermas, bédslcamente en especies

lefiopas (Harborne, 1984).



Esta clase de taninos puede clasificarse en dos tipos:
proantocianidinas y leucoantocianidinas. Las primerae son
producto de la condensacidén de flavan-3-oles (catequinas),
mientras gue los ultimos eon complejos de flavan-3,4-ol.
Segiin Harborne (1884), el término leucoantocinidinas se usd
anteriormente para referirse a los taninoe condensados en
general, peroc en la actualidad se reserva para los
moncméricos flavan-3,4-dioles, que muchas vecee carecen de

algunas caracteristicas asocladas con este tipo de taninos.

Feeny (1868), reportd aque el atagque mas severo
realizado a hojas de roble por el insecto Operophteria
brumata, ocurrié cuando los taninos hidrolizables Be
encontraban en alta concentracidén y los taninos condensados
en baja cantidad. Cuando la concentracién de taninos
condensados se incrementé en las hojas, el consumo de las

mismas disminuyd drasticamente.

Segin Barry et al (1986), 1las concentraclones de
taninoe condensados (7TC) aumenten cuando la planta sge
encuentra sometida & algin tipo de estrés, debido a gque
fueron desarrcolladoe comc mecanismos de defense contra el
atagque de bacterias, hongoe y més tarde, contra insectos vy
herviboroe (Robbine et al, 1987). Es asi como algunas
especies de Lotus producen altas concentraciones de TIC
cuando son cultivadas en suelos de baje fertilidad, lo que

se considera como una adaptacién para reducir la defoliacién



causadsa por herbivoros, en condiclones donde la producecion

de materis seca es baja (Barry y Manley, 1884)
2.3. Taninos como factores antinutricionales

Como vya 8se menclond anteriormente, muchos de los
forrajes y leguminosas de clima troplcal contienen taninos,
los cualee Bs0n unos de loe principales factores

anticualitativos de este tipo de forrajes.

La disminucién en el consumo de alimento v el efecto
adverso sobre la digeestibilidad son algunos de los mayores
problemas producidog por estas sustanclas las que asi
afectan el rendimiento de los animales. McLeod (1874)
determiné aque una de laa razones de la reduccidn en el
consumo de alimentos que contienen taninos es el efecto
astringente de estos compuestos fendlicos. Por lo tanto,
los taninoe presentes en los tejidos vegetales, al ser
"liberados” &a través de la masticacidén, pueden formar
complejos con las mucoproteinas presentes en la saliva asi
como con aguellas de la superficie bucal, disminuyendo la
facilidad de tragar el alimento, debido a efectos sobre la
lubricacidén bucal (Mole y Waterman, 1987). Otroe estudlos
corroboran este efecto que tilenen los taninos al reaccionar
con mucoproteinas presentes en la saliva causando
astringencia (Tamir vy Alumot, 1968; Martin-Tanguy et al,
1977; Bate-Smith, 1877).



En estudios realizados con yuca (Manihot esculenta),
Reed et al (1982) encontraron que ademdse de los glicésidos
clanogénicos presentes en sus hojas, los taninos eran un
factor que limitaba el valor nutritivo de lssg mismes. Segin
estos autores, log altos contenidos de proteina cruda ligada
a la fibra detergente neutro indicaron que la proteina cruda
presente en las hojas de esta planta se comportaba de manera
diferente, en términos de digestibilidad de 1la proteina
respecto a otros forrajes, debido a la posible formaclén de
complejos indigestiblea entre taninos y proteinag o a 1los

efectos de los taninos eobre la actividad enzimdtica.

Barry y Duncan (1884) estudiaron loe efectos de los
taninos condensados sobre la digestibilidad de Lotus
redunculatus en ovejas, concluyendo que los efectos
detrimentales s8e deben a sBu reaccién con las enzimas
microbiales en el rumen o a la unidén con las enzimas

secretadas en el intestino delgado.

La influencia de 1los taninos socbre varias de las
reacclones enzimdticas ruminales, vy por ende en el
metabolismo que ocurre en ese compartimento, ha sido
estudiado en detalle (Feeny, 1968; Grant, 1976; HKumar vy
Singh 188B4). Asi Martin-Tanguy et al (1877) proponen que el
efecto inhibitorio sobre la digestidn de la proteina puede
deberse no solo a una inhibiecidén enzimatice directa, sino

tamblén a la formacidn de complejos indigestibles con la
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proteina proveniente del alimento, disminuyendo
efectivamente la calldad del mismo. De acuerdo & Cummins
(1971) y Lowry (1989), loe efectos adversos sobre consumo y
digestibilidad =son notorios a altas concentraciones de
taninos en los forrajes (arriba del 10X de fenoles totales
del peso sgeco de ia hoja) siendo tolerables las
concentraciones de taninos hasta un nivel del 5%. Harborne
(1984) menciona que los efectos detrimentales de taninos
condensados Bobre estos aspectos son importantes arriba del

’

2% del peeo seco de la hoja.

Otros efectos negativos asoclados con el consumo de
forrajea que contienen taninos2 en altaes proporciones, son
sobre la tasa de crecimiento y desarrollo animal (Feeny,
1870 citado por Mole y Waterman, 1987). Segiin mencionan
Mole y Waterman (1987), es importante reconocer que los
animales pueden ;recer menos con dletas que contienen
taninos porque ingieren menos cantidad de alimento, digieren
menos el alimento consumido, o por envenenamiento (que no es
lo comin). Otros estudios realizados con cabras consumiendo
Inga spectablilis, determinaron que debido al consumo de
altas concentracionee de taninos (como fencles totales) se

podia presentar un efecto cardiotéxico (Galindo et al,

1889).

Otro problema gque ha sldo asociado con un alto

contenido de taninoe en los forrajJes es el de formar
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complejos con algunos compuestos necesarios para el
metabolismo del animal. Segin menciona Lowry (1989), muchos
de los compuestos téxicos después de ser metabolizados en el
higado o en otros tejidos son excretados como conjugados de
glicina, aclido glucordénico o sulfatos. Particularmente en
el caso de los fenoles, se demostrd una respuesta poslitiva a
la suplementacion con azufre al trabajar con Acacia aneura,
que contienen altos niveles de los mismos. Ford y Hewitt
(1874), encontraron gque los taninos condensados también

forman compuestos indieponibles con metionina.

Se han realizado muchas inveatigaclones utilizando el
.Polietilen glicol (PEG), compuesto que es efectivo para
contrarrestar el efecto de los taninos condensados al formar
complejos con ellos hasta la exclusién de 1la proteina
(Pritchard et al, 1898B8). Sin embargo, sBu preciloc en el
mercado es alto, haciéndolo antieconémico comc suplemento
(Lowry, 1888). Sin embargo, se pueden utilizar suplementos
de menor precic como el azufre o hidréxido de calcio. FEate
tltimo ha sido utilizado para prevenir la intoxicacién por
taninoe hidreolizables, evitando su absorciébn a nivel del
intestino. Estos resultados han gido corroborados en
estudios realizados con cabras allimentadas a base de
Clidemia hirta, arbusto de alto contenido de taninocs

{Murdiati sin publicar, mencionado por Lowry, 1888).
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Muchos autores contindan pregunténdose 81 realmente
exiete un problemsa en lo que se refiere a forrajes que
contienen taninos (Mole y Waterman, 1987; ). Lowry (1989)
concluye que cuando el desempefio animal se ve deprimido, e=s
debido a efectos aleloguimicos, y gque estos efectoam
realmente existen en egpecles como Calliandra callothyrsus,
Acacla villosa, A. angustissima, todas las cuales tienen

alte contenido de taninos.

2.4. Otros efectos no detrimentales de los taninos

No todos los efectos producidos por 1la presencia de
taninos son detrimentales. Cuando existen niveles bajJos de
taninos en forrajes, éstos pueden ger beneficiosos para 1los
rumiantes, pues previenen el timpanismo (Marshall et al,
1879) y protegen & la proteina proveniente del alimento de

la deaminscion bacterial (Mc Leod, 1874).

En estudios realizados con oveJas alimentadas a base de
Onobrychis viciifolla Be observé una mayor retencidén de
nitr6geno y mayor cantidad de proteina proveniente del
alimento alcanzando el intestino delgado, cuando se compard
con otras leguminosas de clima templado (Thompson et al,

1871).

En este sentido, algunog autores mencionan gque en

forrajes troplcales de tipo &arbdreo, la presencia de
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proteina enlazada a compuestos de tipo fenélico (taninos)
rermite escapar & ls degradacidén ruminal como proteina
sobrepasante, siendo una fuente importante de proteina  de
alta cglidad bioldégica para rumiantes {(Preston v Leng, 1887:
Galindo et al, 1889).

Barry (1985) mencionado por Barry et al (19886),
considera que los niveles ideales de taninos condensados es
de 20 a 40 g/Kg de 1la materia seca de la dieta, salendo
detrimentales a mas de 76 g/Kg. Por 1lo tanto, 8e debe
proveer de plantas ricas en taninoes scolamente CcOomo
suplemento, menos del 25% de la materia seca de la dieta,
evitdndose los problemas que podrisn acarrear altas
concentraciones de estos compuestos (Barry y Manley, 1984).

2.5. Algunas metodologias utilizadae para 1la
cuantificacidén de taninos

Varioe métodos han sido utilizados para cuantificar vy
caracterizar losg taninos presentes en un determinado
material. Le siguiente clasiflcacidén de estos métodos es
brindada por Van Soest et al (1985), basandose en las
propiedades fisico-quimicas de los analitos:

l.precipitacitén de taninos con proteina

2.formacién de productos coloreados

3.oxidacidén de taninos

4.mediclones con Rayos ultravioleta (u.v.).

A continuacidn se mencionan algunas pruebas que

cuantifican la presencilia de taginos en lag plantas.



14

2.5.1. Prueba de Folin-Denis

La prueba del dcido fosfomolibdico o de Folin Denis es
una prueba no especifica para algin tipo determinado de
tanincs, y se basa en la medicién espectrofotométrica del
dcido fosfomolibdico que se reduce al oxidarse los taninos y
fenoles relacionados a los taninos presentes en la muestra
{Reicher et &1, 1881). Bl resultado se expresa como
“"eguivalentes de &cido ténico”, pues se utiliza este 4dcido

como patrén (Burns, 1963).

El compuesto activo del reactivo de Folin-Denis, al
quedar reducido por los compuestos fendlicos en soluciédn
dclda, origina una sal azul cuando se adiciona un 4dlcalil
{Lowry et al, 18951). Los compuestos formados son estables
por un par de horas, disminuyendo lentamente después de ese
periddo (Reicher et &1, 1981). Estos mismos autores
concluyen gque es un método que puede ser facilmente
utilizado para andlisis de extractos vegetales, pues se
considera que la sensibilidad del método es alta v el
compuesto coloreado es estable, reflejandose en la

repetibilidad de los resultados.

2.5.2. Método gravimétrico con lterbio

Otro método es el conocideo como “preciplitaciédn con

Iterbio”, el cual s8e basa en la precipitacién de fenoles
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relacionados con taninos debido & la afinidad de é&stos con
elementos denominados “"tierras raras”, en condiciones de pH
neutro o alcalino (Van Socest et al, 1985}). Reed et al
{1985) describen este método como una técenice para l1s
determinacién gravimétrica de fenolee solubles, gque puede
también ser utilizada para reallizar ensayos de sbsorbancia
con luz ultravioleta (u.v.), de colorimetria, precipitacién

con proteina e inhibicion de celulasa.

Segiin los resultados obtenidos por Reed et al (1887),
el iterbio trivalente puede ser utilizado en la
determinacidén cuantitativa de fenoles solubles presentes en
las hojas de especies forrajeras. Sin embargo, dichos
autoresg enfatizan que eas necesario realizar més trabajos
pers estudiar las interacciones del iterbio con proteinae,
compuestos no fenodlicoas, solvente, como tamblén de los
efectos de estms interacciones esobre 1la eficiencla de

precipitacidén.

2.5.3. Mé&todo de n-Butanol en medlo acldo

La prueba de n-butanol ha sido ampliamente utilizada.
Es un método esgpecifico parsa taninos condengados,
basicamente para la determinacién de proantocianidinas.
Estas han sido tradicionalmente determinadas por su
converslién en antocianidinas en solucibén mineral Acida,

tanto de tejidos molidos como de extractos vegetales (Bate-
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Smith, 1954; Porter et al, 1986). Estos principios mse han
hecho universales en la determinacién de proantocianidinas,
utilizando alcohol butilico o alcohol amilico como medio de

extracién (Harborne, 18984).

El método mds usado emplea el n-butanol en médio 4&cido
en una proporcidn de 85:5 v/v, donde la muestra es hervida y
posteriormente leida en el espectrofotémetro. fiete
procedimiento fue originalmente propuesto por Swain yv Hillis
(1959), aungue Bate-~-Smith (1973) hizo mucho por aumentar su

popularidad.

Se han realizado varios estudios para evaluar esta
metodologia. Porter et al (18986), mencionan que es un
método de alta repetibilidad donde, sin embargo, existen
efectos sobre 1la produccién de antoclanidinas debido a
impurezas de trazas de metales y la presencila de asgua en la
solucién. Los mismos autores reportan gue la produccién de
antocianidinase (que reflejan la cantidad de
proantocianidinas presentes en la muestra) no se ven
afectadas por la luz que incidae sobre ellas, aun después de

variae horas de ocurrida la reaccidn.

2.5.4. Método de vanllina en medio dcido

Por 4ltimo se menciona un método especifico para la

determinacién de taninos condensados conocido como Método de
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Vanilina en medio dcido (Vanillin-hidrochloric acid method).
Ee un método gque 8se basa en los trabajos realizados por
Bate-Smith v Lerner (1954), sBiendo egpecifica para
leucoantocianidinas y catequinas de los extractos de tejidos
vegetales (Burngs, 1963) . Esta metodologia se basa en la
precipitacién de las proantocianidines y leucoantoclanidinas
en medlo dcido y su posterior comparacidn, en términos de
absorbancia, con un patrdén que generalmente es catequina o
adcido tanico. Burns (1963), menciona que este método tiene
la ventaja de que es especifico pars los compuesgtos gue en
plantas se les atribuye el efecto de astringencia e

inhibicidn de celulasma.

Lo estimados de taninos por el método de vanlilina tal y
como se plantea en este trabajo no deben tomarse como
absolutos, sino como una medida para comparar las diferentes
especles, en otras psalabras, para determinar cual especie
tiene mayor cantidad y cual tiene menor. El solo hecho de
realizar el método a la luz del dia sin proteger los tubos A
(muestra mas reactivos) vy B (blance) con papel de saluminio,
se disminuyen en 23% los estimados de concentracién de
taninos depués de 60 minutoe de comenzada la reaccldn
colorimétrica, esto es, después de mezclsar los reactivos
(Broadhurst y Jones, 1978).

Los estimados de taninos determinados por el método de
vanilina también se ven afectados por la temperatura o las

varisciones de la misma a través del dia. En
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inveatigaciones realizadas por Broadhurst y Jones (1978) Be
observé hasta un 6% de variacién en los resultados de
reaccilones llevadas a cabo a 20°C comparadas con otras a
18eC. BSegin estos sutores las variaclones en la temperatura
(15-25=C) afectan en mayor proporcidén a la taza de reaccién
gque la estabilidad del complejo formado, regquiriendo de mas
tiempo para alcanzar el méximo de absorbancia a menores
temperaturas (e.i. a 15°C requiere de 35 minutos; a 25°C

neceslts de 12.5 minutos para la misma muestra).

Varios autores argumentan que los problemas
relacionados con los métodos apropisdos de analisis tienen
que ver con el manejo previo de la muestra, y la alteracidn
que sufre ésta desde la colecta hasta el andlisis (Bate-
Smith, 18973), pués de la mayoria de los compuestos presentes
en una planta, tal vez los tanince son los méds dificiles de
mantener y preservar (Haggerman y Butler, 1878; Feeny,
1968; Cope et al, 1971). Ademds algunos trabajos
demuestran que los valoree de polifenoles varian ampliamente
segun la metodologia andlitica utilizada para la

determinacién de loe mismos (Ferreyra y Tomas, 1884).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Locallizacldédn y caracteristicas generales del area

experimental.

El presente estudlo fue realizado en el Laboratorio de
Nutricidtn Animal del Area de Ganaderia Tropicel, del Centro

Agrondmico Tropical de Investigacién y Ensefianze (CATIE).

El traebajo se divididé en dos experimentos que
utilizaron muestras de forrajes obtenidas en el Centro de
Cria e Investigacién “"Los Diamantes” del Minlisterio de
Agricultura vy Ganaderia (MAG)} sltuado en Guapliles, Costa
Rica. Dicha estacién se localize a 10213° latitud norte vy
83=47° longitud oceste, a una altitud de 250 m.s.n.m. La
temperatura media anual es de 24.68 °C, la precipitacidn
pluvial media anual es de 4532.7 mm, con una humedad
relativa media de 87%, y el ecosistema es clasificado como
Boasque Topical Lluvioso (Roig, 1988). También ase colectaron
muestras en el Ensayo Regional A del CIAT, ubicado en Balsa
de Atenas, Costa Rica. Este ensayo s8e localiza a 8eb8°de
latitud y 84¢23°de longitud, a una altitud de 686 m.s.n.m.
con una precipitacién pluvial promedio anual de 89958.8 mm
(Rojas et al, 1977). Finalmente, tres especles de
leguminosas fueron colectadas en 1la Finca Experimental del
Centro Agrondmico Troplecal de Investigacién y Ensefianza

(CATIE), el cual se encuentra situadc a 953" latitud norte
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v a 83238° de longitud ceste, & una altitud de 6802 m.s.n.m.
La temperatura media anual es de 22.1 ©C, con una humedad
relativa de 90.4% y una precipitacién media anual de 2589.4
mm distribuida a lo largo de todo el afio (CATIE, 1987) vy
corresponde a una 2zona de vida de Bosque Muy Himedo

Premontano segin la clasificacién de Holdridge (1978).

3.2. Manejo general del ensayo

3.2.1. Experimento 1. Adaptaclidon de las metodologies
de anédllisis de taninos a las condiciones del Laboratorioc de

Nutricién Animal, CATIE.

En el primer ensayo Be estudiaron diferentes
metodologias pera cuantificar taninos, c¢on respecto a su
factibilidaed de ser utilizadas en el Laboratorio de

Nutricion Animal.

Le primera metodologia con que e trabajé fue la
propuesta por Price et ai (1978) conocida como Método de
Vanilina en medio 4Acido . .ag pruebas preliminares se
realizaron con muestras de diferentes édrboles forrajeros,
secadae al horno de aire forzado, que se tenian almacenadas
en el laboratorio. Las muestras habian sido molidas 2 1mm,
didmetro que se utiliza en la mayoria de andlisis rutinarios

de laboratorio.
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El método de Vanilina tal y como s8e siguié en los
andlisls posteriores se presenta en el apéndice. Las
modificaciones realizadas al mismo s8e discuten en el
capitule de Resultados y Discusién.

La segunda metodologia con que se trabajdé fue con el
Método gravimétrieco de Iterbio, basandose en el
procedimiento planteado por Van Boest et al, 1885 (ver

apéndice}.

La tercera metodologia fue escogida después de realizar
varias pruebas con muestras de 2 plantas que contenian
valores extremos de concentracidén de taninoe, determinados
anteriormente, por el método de wvanilina, estas fueron
Calliandra callothyrsus (alto contenido de taninos) v
Stylosanthes gulanensis {bajo contenido de taninos). Loe
métodos que se estudiaron y evaluaron fueron los slgulentes:
el Método secuencial doble por medic de detergentes (Van
Scoest et al, 1985), el Método de fibra detergente neutra
tratada con butanol (Reed, 1986; Reed y Kebede, 1887), v el
Método de n-butanol conocido también como Prueba de n-
Butanol en medio 4&cido (Harborne, 1886). Este Gltimo sae

describe en detalle en el apéndice 1.

Finalmente 8e trabajdé el Método de Folin Denis,
utilizando el reactivo comercial conocido como Reactivo de
Folin Clocalteu paras fenoles, de la casa comercial Sigma

(ver apéndice).
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Todos los métodos colormétricos necesitaron de blancos
para corregir los estimados de taninos, debido a que pueden
existir otros compuestos o pigmentos que absorben la
longitud de onda utilizada, alterando los resultados

finales.

3.2.1.1. Variables de respuesta

La concentracién de taninos se estimé como porcentaje
en bage a la materias seca de la muestra para los métodos de
Vanilina, Folin Denis e Iterbio, ¥ como unidades de
absorbancia por gramo de muestra (Abssso/grM) para el método

de n—-Butanol.

3.2.2. Experimento 2. Efecto del secado y método de
andlisis sobre los estimados de taninos y la relacién de

estos con la digestibilidad de algunos forrajes tropicales.

3.2.2.1. Muestras experimentales

Las muestras que se utilizaron consistieron en heojas de
20 diferentes especies forrajeras (19 de ellas leguminosas),
tanto arbéreas como herbdceas, de las cuales se conocia de
antemano, la digestibilidad in vitro de la materia seca
(DIVMS) correspodiente. Nueve especies arbéreas (de 3 meses
de rebrote) fueron colectadas en el Centro de Cria e
Investigacién “"Los Diamantes” del Ministerio de Agricultura

vy Ganaderia (MAG),.Guédpiles. Ocho de las especies herbéceas
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{de 8 meses de rebrote) se colectaron en el ensayo del CIAT,
Atenas. D. ovalifolium, A. pinteol, Inga 8p fueron
colectadas en la Finca experimental del CATIE, Turrialba.
lLas especles utilizadas en este estudlio, tipo a que
pertenecen {habito de crecemiento) v regpectiva
digestibilidad determinada para las diferentes especies en
el presente ensayo, se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Lista de especies evaluadas, hédblto de

crecimlento y digestbilidad in vitro de la materia seca
promedio (DIVMS).

Especies Habito Crec. DIVMSE(%)
Acacia angustissima arbdérea 23.2
Albizla sp. arbérea 23.0
Albizla falcatarea arbérea . 42 .4
Arachis pintol herbsacea 82.0
Callilandra callothyrsus arbbérea 21.0
Centrosema brasilianum herbdcea 51.5
Centrosema macrocarpum herbacea h4.0
Centrosemsa pubescens herbéces 52.6
Codariocalyx gyroildes herbacea 58.4
Cratylia floribunda herbicea 45.3
Desmodium ovalifolium herbacea 31.6
Difiza sp arbdérea 59.3
Erythrina fusca : arbdorea 49.5
Erythrina poeppiglana arbbérea 50.8
Flemingia macrophylla herbécea 19.6
Gliricidia sepium arbbérea B57.8
Guazuma ulmifollia arbbérea 44.8
Inga sp arbéresa 23.2
Stylosanthes capiltata herbacea 61.1
Stylosanthes gulanensis herbdcea 7.1

Promedica en bowse & 6 obaarvaclones
e.a.= 1.08

Las muestras colectadas se colocaron en bolsas de

plastico oscuras cerradas. Luego se transportaron dentro de
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cajas térmicas con hielo hasta el laboratorio, donde se
divididé ceda muestra en 2 partes iguales (submuestras).
Cada submuestra siguid una diferente forma de secado, gue Be

describe a continuacidn:

1. Secado en una eastufa con flilujo de aire forzado =a

80 oC, hasta alcanzar peso constante (aproximadamente 48

h.).

2. Liofilizedo (también se conoce como "freeze-dried” o
extraccién de humedad al vacio & -20 ©C). La muestra fresca
fue introducida en balones de vidrio (asproximadamente 100 gr
de muestra frescs o congelada) que luego se colocaba en el
liofilizador por un periodo de tiempo que variaba de 4 a 8
dias, dependiendo de la humedad presente en la muestra,

hasta dejarla deshidratada.

El secado al horno fue realizedo inmediatemente después
de que las muestras fueron llevadas al laboratorio. En el
caso de las submuestras gque debian ser liofilizadas, la gran
mayoria fue congelada a -20 ©C hasta el momento en que
debian ser secadas, debido a que no existia capacidad en la

liofilizadora para contener a todas las submuestras.

Conforme las submuestras se secaban eran colocadas en 5
bolsas de pléstico oscuras selladas con calor. Estas bolsas
contenian partes iguales de dicha submuestra, de estsa manera

sBolo se abria la bolsa que era necesaria para cada método de
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analislis. Todas las bolsas fueron almacenadas en una

habitacidén a 17<C.

Se procedidé & moler cada submuestra s lmm en un molino
de martillo, el mismo dia o0 el dia anterior al analisis de
laboratorio. Se aplicaron las siguientes metodologias para

el andlisis cuantitativo de taninos:

a. Método de Folin Dennis (Burns, 1863).

b. Determinacidén gravimétrica pror medio de precipitacién con

Iterbio (Reed et al, 1985; Van Scest et al, 1985).

c. Método de n-butanol en medio acido (Harborne, 1984).

d.Método de Vanilina en medio dcido (Price et al, 1978).

Cads una de las metodologiaa se considerd
independientemente, evaludndose dentro de ellas los dos

métodos de secado.

La digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS)
se realizdé medliante la técnica de Tilley y Terry (1863).
Esta determinacidn se hizo sobre todas las especies (20),

repeticiotn (3) yv métodos de secado (2) estudiados.

3.2.2.2. Tratamientos

Para cada un de los ensayos log tratamientos fueron dos
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métodos de secado por c¢ada especie, como se muestra a
continuacidn:
Secado en horno (51)
Metodologia 1 (Ml: Folin Denis)
Liofilizado (82)
Secado en horno (S1)
Metodologia 2 (M2: Iterbio)
Liofilizado (82)
Secado en horno (S81)
Metodologia 3 (M3: n-Butanol)
Liofilizado (BZ2)
Secado en horno (81)

Metodologia 4 (M4: Vanilina)
Liofilizado (82)

3.2.2.3. Variables de respuesta

Las wvarisbles de respuesta fueron la digestibilidad 1In
vitro de 1l1la materia seca (DIVMS) vy la concentracidén de
taninos (totales o0 condensados segiin  la  metodologia
utilizada) medida como porcentaje de la materia seca de la
hoja o como unidades de abeorbancia por gramo de muestrsa

{(Abssso/grM).
3.2.2.4. Disefio experimentsal y andlisis estadistico

Se empled un dieefilo de parcelas dividas, con tres
repeticiones. La parcela grande correspondié a cads especie
v la Bsubparcela quedd definlida por el método de secado,

realizando un andlisis estadistico independlente para cads
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una de las cuatro metodologias (M1, M2, M3, M4). Se efectud
un analisis de regresién de la concentrscién de taninose

sobre la DIVMS.

El modelo estadistico asocisdo al disefio empleado v el

anadlisis de wvarianza correspondiente s8se representan a

continuacién:
Yig= O + A1 + Ba + Sy + ASig + B»
donde:
Y2 = Concentraciédn de taninos para el j-ésimo método

de secado, en la i-ésima especlie forrajera.

[ = Media general

Ar = Efecto de la i-ésima especie.

Ea = Error a.

S = HEfecto de la J-ésimo método de eecado.

AS513 = Efecto de la interaccidn especie por método de
secado.

Ep = Error b.

El andliseies de varianza 8se realizd siguiendo el
procedimiento de Modelos Lineales Generalizados (GLM) del
paquete de anédlisis estadistico SAS (SAS, 1982; S5AS, 1885).

Con el mismo paquete estadistico se llevaron a cabo las
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correlaciones y regresiones entre metodologias y entre las

variables planteadas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la primera parte de los resultados me discute ¥
describe la forma en gque s adecuaron y finalmente ae
eligieron las metodologias que serian utilizadas
posteriomente en 1la cuantificaecidén o estimacién de la
concentracién de los taninos preegentes en los forrajes

colectados.

La segunda parte ee refiere a los estimadoe de la
concentracién de taninos obtenidos con cada uno los métodos
de andlisie y su posible relaclidn con la digestlibilidad in
vitro de la materlia seca, asi como el efecto del secado
sobre dichos estimados dependiendo del tipo de forraje

analizado.

4.1. Adaptacién de las metodologias de andlisls de taninos
a las condicionee del Laboratorio de Nutricién Animal,

CATIE.

4.1.1. Método de Vanilina en medlo &acido.

Este método es esgpecifico para taninoe condensados
{proantocianidinas y leucoantocianidines), (Burns, 18689;
Sarkar et al, 1976). Broadhurst y Jones (1978) indican que
el método de vanilina es atractivo por su especificidad vy

sensibilidad paras taninos condensados pero que sufre de bhaja
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reproducibilidad entre muestrae, dias y laboratorios.
Muchos investigadores han realizado nuevos intentos de
mejorar este aspecto en el método (Price et al, 1978;
Desphande y Cheryan, 18B5H). Dichoa trabajoe fueron
realizados principalmente con grano de algunas variedades de
sorgo y frijol comin (Phaseolus vulgaris), donde la
repetibilidad del métode continuaba slendo una de las
- limitantes en estos analisis. A pesar de este
inconveniente, se reevalué el método en este estudio usando
varios forrajes tropicales, debido a qgue hay varlos

investigadores que lo utilizan.

En las primeras pruebas efectuadas con el método de
Vanilina en medio &cido, no fue centrifugado el tubo donde
se estaba realizando la extraccidn de fencles en metanocl
(Apéndice 1. Método de Vanilina en medio acido). Esto
ocasiondé clerta contaminacién debido a particulas observadsa
en la sasolucién, que &l momento de ser leida en el
espectrofotdémetro se tradujo en valores muy variados aun
entre los duplicados. Posteriormente se decididé centrifugar
mejorandc sensiblemente los resultadoe, aunque atn asi
existieron algunos forrajes Qque causaron mayores problemas
en la lectura que otros. En estos existian interferencias
que no podian ser eliminadae ni por centrifugacién ni usando
algodén como filtro a la hora de tomar las alicuotae de la

muestra (ver apéndice). En general, se tuvo que repetir
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varias veces log anillsis para esos forrajes problemdticos

(e.i. Gliricidia sepium, Stylosanthes guianensis).

En todos los snélisis realizados, el metanol que sirve
para extraer los taninos condensados, fue agregado a
temperatura ambiente. Se agitaron los tubos durante 45
minutos en vez de 20 minutos como es recomendado por Price
et al (1978), pués en la literatura consultada, los tiempos
de extraccién utilizados varian desde 10 minutos (Deshpande
y Cheryan, 1985), hasta 24 horas (Maxson y Rooney, 1871;
Rickard, 1986). Cebe mencionar gque Price et al (1878)
encontraron en estudicos realizados con sorgo, gaue usgando el
metanol puro (al 100% como solvente) no s8e mostraban
incrementos en los taninos extraidos después de algunos
minutos, considerando como 6ptimo 20 minutos de extraccidn,
sunque los valores de las lecturas se mantuvieron estables
aiin cuando el tiempo de extraccién era de una hora. Por
estas razonee se considerd que manteniendo un tiempo de
extraccidn intermedio (45 min.) no afectaria

significativamente los estimados de taninos.

Sin embargo, Deshpande y Cheryan (1985), en trebajos
realizados con algunas variedades de frijol coman,
mencionaron gue una ligers disminucién en los valores de
taninos podia ser observada cuando ge incrementaba el tiempo
de extraccién, debido a una posible oxidaclién de los mismos.

Ademds encontraron gque las curvas de absorbancia eran
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diferentes para cada variedad de frijol. En base a estas
afirmaciones, seria convenlente determinar para algunos de
los forrajes evaluados en el presente trabajo, loa tiempos

de extraccidn Sptimos pars utllizar con ellos.

Cuando las concentraciones de la muestra mas el
reactivo de vanilina (A) vy la del blanco (B) eran similares,
se notdé que muchas veces este Gtlimo era mayér que el wvalor
de la lectura de A, originando una lectura neta negativa.
En general, esto sucedid en especies con concentraciones de
taninos extremademente baJas (determinadas comoc tal por

otros métodos de andlisis).

Se encontrd que existe error de lectura en gran
proporcidén debido a gque esta no es estable, lo comin era una
variacién de hasta 20 unidades (ppm) de un duplicado & otro,
probablemente por las interferencias que antes se
mencionaron. Otroe casos donde no existld coincidencia
entre duplicados fueron los de especies bajas en contenido
de tanninos condensados, como Centrosema bragilianum, C.

macrocarpum, Stylosanthes gulanensis y Gliricidia sepium.

Se encontrdé gque una misms muestra coloreada (mismo tubo
o alicuota) podia variar en la lectura hasta en BO o més
unidades 81 era releida poco tiempo después (2-5 minutos) de
la primera lectura. Esto pudo hsber estado relacionado con

el tiempo necesario para la establlizacidén o desarrollo del
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color. Deshpande y Cheryan (1985), encontraron que los
patrones de absorbancia para Phaseolus vulgaris tenian
pequefias diferencias segin la variedad. Aparentemente, en
los primeros 5 a 10 minutos del ensayo ocurris una reaccidn
rapida entre los taninos y el reactivo de wvanilina, sin
embargo, el ambito de absorcitn Optima era variable (de 15~
26 minutos para la variedad Pinto y de 2-12 minutos para 1la
variedad "black beauty”). Con base en esto se puede asumir
gque el patrén de abeorbancia diflere entre especies vy
accesiones por lo cual los 20 minutos que se recomienda uear
para completar la reaccidn colorimétrica no seria el 6ptimo
para todos los forrajes analizedos. En algunos casos podriesa
corresponder a la 2zona en que la curva de absorbancia
comienza & declinar o bien donde no se ha completado dicha

reaccidn.

4.1.2. Método de n—-Butanol en medio acido

Al inicio del estudio se habia propuesto trabajar con
un método que ha sido amplismente difundido para la
determinacién del valor nutritivo de forrajes, como lo es el
sistema de detergentes, que permite el fracclonamiento de la
pared celular en sus componentes. Heta técnica aplicada a
la determinacidén de taninos se basa en la solubilidad ligera
que tienen éstos en soluciones de detergente, variando c¢on
la aplicacién de detergente dclido o detergente neutro en

diferentes secuencias y secando posteriomente los residuos
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(Van Boest et al, 1885). En los ensayos preliminares se
trabajdé con 2 especies de leguminosas, Calliandra
callothyrsus (de alto contenido de taninos) y Stylosanthes
gulanensis (de bajo contenido de taninos). Las relaciones
existentes entre los diferentes compuestos para originar los
productos de interés pars la prueba secuencial de

detergentes se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Relaclones entre compuestos y productos para el
método Becuencial de Detergentes

o ek Rk e o i B L D A S oA L A il WA B U A b b WM S i s o e Aepe e Ao fAR A A S R L KA T it A Aoy it ifan Simn e . e e Rk o = o £ —as mmas e A e T

1. RDN -~ (DN_DA): hemicelulosa + proteina ligeda & pared
celular + taeninos sclubles en detergente dcido después
de detergente neutro.

2. RDN - (DA_DN): hemicelulosa <+ proteina ligada a pared
celular + complejos de taninos insolubles en detergente
neutro pero solubles en detergente Acido.

3. RDA - (DA_DN): pectina + 8sillica + taninos complejos
solubles en detergente neutro después de detergente
dcido.

4, RDA - (DN_DA): productos polimerizados por secado del

reaiduo de detergente neutro y resistentes a detergente
dcido + complejos de taninos insolubles en detergente
neutro e insolubles en detergente Acido

5. (DN_DA) - (DA_DN): complejos de taninoe formados en
detergente insolubles en detergente dcido + complejos
de taninos insolubles en detergente neuitrc después de
detergente dcido.

RDA: remlduc detergente Scidoe (fibra detargentae docildo)d

RDN: residuo datergents neutrs (ffibhra detarganted nautro)

(DN.-DA): roealiduo deterg. dcido despuds dea hacer daeterg.
neuwtro sAobré la muesStra

{(DA_DN): realduo deterg. nanltro daespués <de  hacer deterg.
deido sobrae la maestra
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Eate método fue desechado debido a que es muy laborioso
(poco préactico), ¥y que no se logré que existiera
repetibilidad alguna entre duplicados ni entre corridas.
Esto se debid principalmente a que existieron problemes en
el filtrado de la fibra detergente acida para algunas de las
muestras. Ademas, se perdid gran cantidad de muestra al
aplicar las diferentes secuencias de detergente (e.e. a 1la
fibra dcido detergente ~RDA- se le aplicéd el procedimiento
de detergente neutro quedando un residuo muy pequefio v vice
versa). Por otro lado, es necesario realizar una nueva
revisldn de las relaclones existentes entre las secuencias
de detergentes (cuadro 22), pués existen dudas sobre la
veracidad de estas relaciones y los productos que de ellas

se desprenden cuando estas son llevadas a la practica.

Luego se procedid a trabajar con el método propussto
por Reed (198B6), en el que 1la fibra detergente neutra
{determinada por el método de Goering y Van Socest, 1870) es=s
tratada con dcido cloridrico al 5% en n-Butanol a 895oC por
una hora. Por medio de este procedimiento es posible
determinar las proantocilanidinas insoclubler en detergente

neutro.

Reed y Tedla (1987) consideran que es importante
conocer la proporcién en que se encuentran presentes los
taninos condensados {proantocianidinas) en ¥ fibra

detergente neutra (pared celular), va que eg posible que
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estoe compuestos interfieran en lsa utilizacion de ias
celulosa por medio de los microorganismos rumineles, debido
a formacion de complejos con los carbohidratos estructurales
o con enzimas de log mismos microorganiemos, disminuyvendo

asi la digestibilidad de la fibra.

La prueba de n-butanol fue efectuada sobre la fibra
detergente neutro (FDN) de Calllandra callothyrsus y
Stylosanthes guianensis. Se reallzaron enseyes prelimineres
tomando en cuenta el tipeo de filtro que se utiliza para
recoger la fibra vy el proceso final de esta (sBecada a 100eC

0 B8in secar).

Se usd papel de filtro y crisoles de Gooch para
filtrar, determinando de esata menera, si existian
diferencias entre los tipos de filtrado, debido a residuos
de papel cuando era extraida la muestra de FDN. Para fines
de la prueba de n-butanol, no sBe encontrdé diferencias
importantes en este sentido. Sin embargo, sl se observd
diferencias en el contenlido de taninos condensados en
relacién con el proceso final de la fibra, incrementéndose
hasta en un 26% para (. callothyrsus y en 29% para GS.
guianensis cuando la fibra no era secada en el horno a 110=C
después de ser filtrada {(Cuadro 3). Con base a estos datos
preliminares, se puede decir que los taninos presentes en la
fibra detergente neutra se ven afectadoe negativamente por

el calor.
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Cuadro 3. Promedios de los estimados de taninos condensados

para dos leguminosas por el método de FDN con N-
butanol, con y sin secado de la fibra.

Absssa/gFDNX
Eapecie 100=C . 8ln secar
C. callothyrsus 45 57 +5
5. gulanensis 17 24 +2

* valores Dpromedio peare € observaclioned.

Para realizar andlisis de rutina, en donde deben
analizarse de 30 a més muestraes diferentes por corrida, se
considaré que el método FDN tratada con butanol no era
conveniente debido & que el proceso de realizar la FDN
requeria de mucho tiempo y ademde no exlstia capacidad para
efectuar la cantidad de muestras por corrida que se analizan
en este laboratorio. Por lo tanto, sBe evalué el mismo
procedimiento, pero usando lo que se denomind 'muestra
original" (sin tipo alguno de tratamiento) en vez de la FDN,
que cuenta con la ventaja de que es posible conocer, de esta
manera, el contenido total (aproximado) de proantocianidinas
en determinado material, en términos de absorbancia.
Realizado en esta forma, el método de n-butanol ha sido
ampliamente utilizado en 1la determinacidn de
proantocianidinas presentes en tejidos vegetales con ciertas
modificaciones principalmente a la hora de usar algin tipo

de patrén estandar en la lectura final (Harborne, 1984;
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Lane y Schuster, 1981; Govindarajan y Mathew 1965; Porter et
al, 1988).

En la literatura consultada existe discrepancia
regpecto al tiempo que debe ser hervida la muestra en
butanol y la temperatura &a que debe llevarase a cabo el
procesc, Ppor ejemplo Bate-Smith (1875) realizd lasa
determinaciones a 85°oC durante dos horas, Porter et al
(1986) realizaron pruebas a 80oC durante 40 minutos,
mientras que Butler (1882) y Rickard (1886) utilizaron un
bafio de agua hirviendo en la que se mantuvieron las muestras
durante 1.5 horas y Jones et al (19768} mantuvieron el
hervido durante 2 horas. Se realizaron pruebas utilizando
una tempersaturs constante de 80°C por una hora enfriando
rosteriormente y leyendo a 550nm. También se reallzaron
otras pruebas manteniendo la misma temperatura pero con 2
horas de hervido v se pudo comprobsr que se incrementaba 1la
lectura de absorbancla hasta en un 47 .4% para .
callothyrsus y 31% para 5. guianensis (Cuadro 4).

Cuadro 4. Promedios de los estimados de taninos condensados

para dos leguminosas por el método de N-butanol,
con dos tiempos de hervido.

AL A LLLS TS T A M A A A AT PAR ML FH S M N A S L 7 T o o s i UM LR L . - LA, LY SO A SO T T W 9008 SO O i Lk AV LI o T TR Ml AV SARY 1 o

Abasso/gMk
Especie 1 hora 2 horas
C. callothyrsus 76 112 +2
S, guilanensis 13 17 +1

-] - S Ao AL T ]t UL O ol 001 Wk S s AL i LAk M . A S S S S Tl s A 0o . o B ks S M Al AR L Ll WA S I Ul o o i e s S A D AL L L s A

* valores promadio pears 8 obaarvacloneam.
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Adicionalmente, fue necepario realizar evalusciones
para la determinacion de un blanco adecuado para este
método. Casl no se menciona en la literatura consultada el
hecho de que los autoresg usaran o no blancog para esta
prueba. Por lo tanto, se procedid a evaluar una cantidad de
muestra exacta a la orinal utilizando todos los reactivos en
frio (n-butanol y HC1l, 85:5) siguiendo todos los pasos que
la muestra .evaluada originalmente, menos el de hervido,
Rickard (18986) utilizé este Ultimo tipo de blanco para
corregir sus resultados, en estudios realizados con yuca
(Manihot esculenta). Se realizd otro blanco gue consistid
en tomar wuna cantlidad de muestra exacta a la evaluada
originalmente v se aplicd el mismo proceso de hervido con la
modificacién de eliminar el Acido cloridrico, o gea,

hirviendo en n-butanol puro.

Para elegirrel blanco que mejor se ajusté al método 8e
siguieron tres c¢riterios: 1) que el blanco eliminara
cualquier interferncia que no se pretendiera evaluar. 2)
Que siguiera el miemo procedimiento al que era sometida la
muestra a evaluar. 3) Con base en los espectros que fueron
que produjeron. En este ultimo caso, el tipo de material
con que sBe trabajé origind curvas o puntos de absorbancia
muy similares en ambos blancog para la longitud de onda de
interés (550nm). Aparentemente se podria usar cualgquiera de
loa blancog para esta prueba porque el efecto de las

interferencias no ers muy notorio, sin embargo, con base al
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segundo cirterioc se eligié el blanco constituido por la
miestra en butanol puroc a 90eC. Otra razén por la cual se
decidié eliminar el HCl es debido a que este es el
responsable de 1a reaccidn de hidrélieis de lans
proantocianidinas en antocianidinas que dan origen al color
rosado o rojo de la solucidén cuando se hierve (Bate-Smith,
1973). Eliminando el HCl se puede controlar la posibilidad
de que otros pigmentos que se disuelven en butancl puro,
interfieran en las lecturas finales, sustrayendo su valor de

la lectura de la muestra original.

Cabe mencionar gque éste es un método muy sencillo con
pocos pasos experimentales, por lo que eg recomendable de
utilizer cuando sge tienen muchas muestras para analizar.
Por otra parte, los valores de los duplicados por muestra
coinciden claramente. Ademés, es un método al gue el tiempo
después del hervido no lo afecta de manera tan drastica en
lag lecturas como sucede con otras pruebas que se basan en
reacclones colorimétricas, por ejemplo en el caso del método
de Vanilina (Bressani et al, 1883; Tuhami et al, 1978;

Sarkar et al, 1876).
4.1.3. Método de lterbio (Ytterbium)
El acetateo de iterbilo trivelente es utilizado como

agénte para formar precipitados hidrofdbicos con fenoles

relacionados con taninos y lignina (Reed y Horvath, 188Z).
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Esta metodologia evaltia el total de fenoles solubles
presentes en determinado material (Reed et al, 1985), aﬁngue
esta metodologia podria no ser tan eficaz ya que algunoe de
los fenoles més comunes presentes en las hojas de algunos
forrajes (e.e. el glico~flavonoide conocido como rutin) no
precipitan con el acetato de iterbio (Lowry y Sumpter sin

publicar, mencionados por Lowry, 19898).

Se realizaron modifibaeiones al método propuesto por
Reed v Horvaeth (1882) en dos puntos principales. Se
modificé la forma en que se hace la extraccién de los
fencles en acetona. En vez de tritutar la muestra durante
la extraccidn, se hicleron lavados agitando fuertemente el
tubo de ensayo en un vortex, de esta forma se conslderd que
la metodologia continuaba silendo equivelente &8 la gue

siguleron los autores mencionados (ver apéndice).

Inicimelmente, se permitidé que el filtrado (después de
la precipitacién de los fenoles) wve realizara por gravedad.
S5in cmbargo, para filtrar 60 ml de la solucibn se necesitd
aproximadamente de 8 horas, por lo que fue desechada esta
forma de filtrado. Posteriormente, sBe filtrd al vacio,
siempre utilizando el papel de filtro (Whatman No. 40)
recomendado por Reed y Horvath (1882), aungue de menor
dismetro, y se observé que los valores de los duplicados
correspondian entre si después de completar el proceso. De

reallzd una pequefia prueba con une solucidén a base de iones
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férricos, para determinar taninos presentes en la golucién
filtrada obteniéndoee un resultade negativo, lo que sefialsd
gue el residuo se encontraban todoe los taninos solubles que

habian sido precipitados.

En la 1literatura consultada se recomlenda lavar los
precipitados con 200 ml de acetona en total alternando con
lavados de agua destilada o hasta que el filtrado saliers
claroe (libre de clorofila}l Para los anédliels realizsdos en
este estudio, se observdé que 50 ml de acetona en total
alternando con bastantes enjuagues de agua destllada, eran

puficientes para que el filtrado saliers transparente.

Luego se evaluaron diferentes tiempos para determinar
el peso congtante del filtro mAes precipitado coincidiendo
con el propuesto por Reed y Horvath (1982), de tres horas a

110=C.

Aparentemente, la materia orgénica obtenids por
diferencia entre el reso seco del precipitado y las cenizas
egtiman los fenoles solubles preciplitados con iterbio en la
muestra (Reed et al, 1985). Sin embargo, después de
realizar este procedimiento se observd gque en los materiales
evaluados, el nivel de cenizas presentes en las precipitados
con iterbio no representaba ni el 1%¥ de loe mismos y por lo

tanto este paso fue eliminado.
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Los materiales evaluados en este estudic mostraron
valores altos de fenoles solubles de hasta un méximo de 79%
de la materia seca de la hoja, en C. callothyrsus v minimo
de 6% en A. pintoi. En el estudio efectuado por Reed et al
(1985), s8Be encontrd que Acacia nilotica y Pterolobium
stellatum  contenian aproximadamente 50% de fenocles
precipitados por iterbio en la materia seca de la hoda,
mientras que Cadaba farinosa y Acacila brevispica contenian
menos de 15%. Debido a"que el ilterbio precipite muchos
tipos de fenoles estos valores podrian no corresponder a
taninos tel y como fueron definidos, mostrando valores
relativamente altosg en especies que por otras metologias han
mostrado muy bajo contenido de taninos tanto condeneados
como hidrolizables ( e.e. A. pintol, K. poeppiglana, G.

ulmifoiia, C. floribunda).

Este método permitid definir cleramente que especies
tienen alto, medioc y bajo contenido de fenolea solubles. B5i
se conelidera que eg Importante conocer los efectos
antinutricionales o ecolb6gicos que puedan tener los fenoles
solubles, aunque éstos no necesariamente precipliten
proteinas, es entonces conveniente utilizar este método para
la cuantificacién total de taninos (y fenoles relacionados a
éstos). Ademds es un método senclllo que mide directamente
los contenidos de fenoles s8in necesidad de comparar con
estadares tales como el Acido tdnico o catequina (Reed et

al, 1985).
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4.1.4. Método de Folin-Denis {Prueba de Folin-
Ciocalteu)

Se sigulé el método utilizado en el Laboratorio de
Nutricién‘ﬂnimal (LANA) de la Universidad de Costa Rica, el
cual se basa en el propuesto por Burns (1969), donde se
utiliza el reactivo de Folin-Denis. Sin embargo, en este
estudio se trabajd con e} reactivo de Folin-Ciocalteu cuya
diferencia con el primerohee su mayor sensibilidad a los

fenoles (Reed y Horvath, 1882).

El reflujo de las muestras se llevd a cabo en balones
de fondo redondo de 100 ml hirviendo en agua destilada por 5
horas, sin embargo, es necerarioc investigar més sobre este
punto para determinar sl se requlere de tantss horas parae la
extracidén de los compuestos de interés, o©o 8i por el

contrario se podria disminulr el tiempo de anélisis.

Aparentemente, los compuestos extraidos son bastante
estables (puesto gque resisten 5 horas en ebullicién), por lo
que 8Be efectud la prueba de Felin-Ciocalteu en dos
diferentes tlempos. Unsa fue realizada el mismo dia en que
ge hizo la extraccién, después de que pge enfriara la
solucidén filtrada (ver apéndice), y después de 24 horas de
haber realizadeo la extraccion. En este tltimo periodo, la
solucidn se mantuvo en el balén aforado, donde habia sido

filtrada, cerrdndole herméticamente y manteniéndolo en
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refrigeracidn. No Bse encontrd diferencias entre las

lecturas realizadas entre ambos tiempos.

Las lecturas fueron realizadas 40 minutcos después de
agregar la solucién de carbonato de sodio, sin embargo, Reed
et al (1985), afiaden el NazCOs y realizan la lectura 2 horas
después cuando la lectura es estable. Algo de la variacitn
gue fue obtenida entre repeticiones podria deberse
precisamente & que la reapcién colorimétrica no estuviers

completamente desarrollada.

Este e un método con alta repetibllidad pare la
determinacién de fenoles totales prepentes en una muestrs,
aunque tiene el inconveniente de que depende de un patrdn

egtandar para obtener los resultados.

En todas las metodologias que se basan en reacclones
colorimétricas, se tuvo que realizar diluciones al momento
de hacer las lecturas correspondientes a muestras con alto
contenido de taninos, lo cual podrias estar afectando, hasta
clerto punto, los estimados de taninos en egpecles

consideradas con altos en niveles de taninos.

4.2. Efecto del secedo y método de anéalisis asobre los
estimados de taninos y la relacién de estos con la
digestibilidad de algunos forrajes tropicales.

Con base en los resultados anteriores se seleccionaron

las sigulentes métodologias para estudliar la asociacidn
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existente entre la la concentracién de taninos y la

digestiblilidad in vitro de la materia seca (DIVMS).

4.2.1. Andlisis de wvarlanza para cada una de las
diferentes metodologias evaluadas.

Los resultados de los andlisis de varianza obtenidos
para cada una de las metogologias de andlisie de tanincs se
resumen en el Cuadro 5. Se puede observar que 1la
variabilidad en contenido de taninos encontradec entre las 20
especies es altamente significativa (P < 0.01) en todas las
metodologias utilizadas. Hay que recordar que el efecto de
especlie estaria confundlide con la procedencie, edad y tipo

de crecimiento (herbécea o arbustiva).

Cuando se utilizé el método de Folin-Denis (FD), que es
tomado como equivalente a la prueba de Folin-Ciocalteu, 1la
forma de secado ultilizada afectd significativamente (P

<0.08) a los estimedos de taninos {(Cusedro bH.).

En este aspecto, 1a diferencia es altamente
slignificativa (P <0.01) para los métodos de Iterbio (IT) v
de Butanol {(BUT) mientras que para el método de Vaniliina en

medio dcido (VAN), el efecto de secado no fue significativo.
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Cuadro 5. Resumen del andlisis de Varianza para lanm
diferentes metodologiae considerando las veinte

egpecies

EV GL ¥D IT BUT VAN
Rep 2 0.80 0.08 0.87 0.07
Esp 19 E & 3 .+ 3 K ¥k
Esp¥Rep 38 0.20 0.31 P43 0.22
Sec 1 * Hk * K NS
Esp¥Sec 19 x KK KK %X

Cv 13.57 15.11 12.77 34 .87
* P<0.05 ¥k P<0.01

N&S: no significativa

La interaccién de 1la especie por forme de secado fue
altamente significativa (P <0.01) para tres metodologias,
slendo significative al B% para Vanilina. Esta interaccidn
fue importante cuando se tomaron en ouenta tanto especiea

arbéreas como herbdceas (Cusdro H).

Lo anterior indica que para algunas especies es més
importante el secado que para otras. Para el método de
Folin--Denis, las muestras de especies gue al ser
liofilizadas tuvieron un ligero aumento en los estimados de
taninos en comparacién con los estimados obtenidos con
secado al horno, son las de A. angusstissima, A. falcatarlia,
C. vcalothyrous, . ulmifolia; mientras qQue las que
disminuyen en este stributo son . gyroides, . brasilianum,

G. sepium, P. ovalifolium, C. pubescens, Albizia sD.
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Viéndose mas afectadas las Gltimas tres especies (Cuadros 6
vy 7).
Cuadro 6. Resultados de la concentracién de taninos

obtenidos para dos formae de secado en especies
arbboreas por el método de Folin-Denie

Especie Horno (B0eC) Secado Liofilizado
A. angustissima 5.80 6.81
Albizia sp. 11.11 9.88
A. falcatarea 4.8B1 .38
C. ecallothyrsus 10.69 11.50
Difiza sp. 2.87 2.73
E. fusca 2.34 2.48
E. poeppigiana 2.08 2.22
G. sepium 3.12 2.30
G. ulmifolia 1.88 2.25
Inga s8p. 8.889 g.08

Error Estd.= (.42

Cuadro 7. Resultados de la concentracién de  taninos
obtenldos para dos formas de secado en especies
herbaceas por el método de Folin-Denis

Secado
Especie Horno (60=(C) Liofilizado
Centrosema brasllianum 2.086 1.65
C.macrocarpum 2.32 2.20
C. pubegcens 2.26 1.17
Codariocalix gyroldes 6.57 5.31
Flemingla macrophylla 6.56 6.52
Cratylia floribunda 1.86 1.36
Stylosantes capitata 3.01 3.04
S. guianensis 3.42 3.45
Arachis pintol 2.49 2.37
Desmodium ovalifolium 7.13 5.34

Error Estd.z= 0.26
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Ademée, en los Cuadros 8, @, 10, 11, 12, 13, se
muestran las medias de los valores de taninos por secado,
obtenidos por cada uno de los métodos de andlisis (Iterbio,
n-Butanol y Vanilina, respectivamente). Se observa que para
Iterbio las especies que se afectaron por el secado son Inga
sp., C. brasilianum, &S. capitata, S. guianensis, D.
ovallfolium {(mostrando valores mencresg al ser liofilizadas
que al ser secadas al horno), mientras que Albizia sp, A.
falcataria, C. ealotbyrsuﬁ, Difiza apr, FE. poeppigiana, .
sepium, C. macrocarpum, C. pubescens, (. gyroides, F.

macrophylla mostraron valores mias altos (Cuadros B y 8).

En el método de n-Butanol los vsalores son expresados en
unidades de absorbancia por gramo de muestra en base seca.
En esos términos el efecto del tipo de secado fue méas
importante en &. ulmifolia, F. macrophylla con diferencias
de 30 vy 1B2 unidades respectivamente, cuando se secan al
horno o sBe liofilizen, y 28 unidades menos cuando se
liofiliza que cuando se seca al horno para Albizia sp

{(Cuadros 10 y 11).

Las especles gue se ven afectadas por el secado cuando
se analizan con el método de Vanllina fueron Albizia sp.,
Inga 8p. aumentando vy D. ovalifolium, A. angusstissima
dieminuyendo los valcres de taninos estimados utilizando

muegtrase liofilizadas (Cuadros 12 y 13).
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Cuadro 8. Resultados de 1la concentracién de taninos
obtenidos para dos formas de secado en especies
arbéreas por el método de Iterbio

Especie Horno (80e() Secado Liofilizado
A. angustissima 49,40 47,28
Albizia sp. 21.39 58.33
A. falcatarea 30.80 40.37
C. callothyrsus bh.71 75.36
Difiza sp. 20.35 26.18
E. fusca 18.29 16.45
E. poeppigiana 9.72 21.60
G. sepium 16.39 27.19
G. ulmifol 16.68 16.286
Inga sp. 49.54 45.85

Error Estd.= 2.91

Cuadro 9. Resultados de la concentraciétn de tanlinos
obtenidos para dos formas de secado en especies
herbéidceas por el método de Iterbio

Secado
Especie Horno (60<C) Liofilizado
Centrosema hrasilianum 18.59 g.27
C. macrocarpum 24 .45 34.78
C. pubescens 12.43 17.47
Codariccalix gyroides 24.72 37.40
Flemingia macrophylla 43.36 55.75
Cratylia floribunda 14,28 14.08
Stylosantes capitata 24 .31 11.93
S. guilanensis 13.11 11.43
Arachis pintoi 8.42 6.70
Desmodium ovalifolium 52.15 37.88

Error Estd.= 1.91
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Cuadro 10. Resultados de la concentraciétn de taninos
obtenidos para dos formas de secado en especies
arbdéreas por el método de n—~Butanol

Secado
Especie Horno (60e(C) Liofilizado
A. angustissima 104.07 109.27
Albizia sp. 506.87 480.37
A. falcataria 115.49 135.80
C. callothyrsus 132.17 1489.51
Difiza sp. 21.32 20.35
E. fusca 26.20 31.24
E. poeprigiana 16.52 24.056
&. sepium 85.88 h5.086
G. ulmifolia 48.71 76.83
Inga &p. 614.07 616.68

Error Estd.= 13.24

Cuadre 11. Resultados de la concentracién de  taninos
obtenidos para dos formas de secado en especies
herbdceas por el método de n-Butanol

Secado
Especile Horno (80=C) Liofilizado
Centrosema brasilianum 14.92 13.95
C. macrocarpum 15.84 16.24
C. pubescens 10.57 11.13
Codariocallx gyroldes 389.27 391.74
Flemingia macrophylla 277 .99 459.178
Cratylia floribunda 12.20 13.33
Stylosantes capitata 23.88 32.88
5. gulanensis 30.867 41.04
Arachils pintol 94.40 106.23
Desmodium ovalifolium 550.51 550.84

Error Estd.= §.89
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Cuadro 12. Resultados de 1la concentracién de taninos
obtenidos para dos formas de secado en especies
arb6reas por el método de Vanlilina.

Secado
Especie Horno (860=C) Liofilizado
A. angustissima 4.53 2.82
Albizia sp. 1.20 3.34
A. falcataria 1.38 3.05
C. eallothyrsus 4.14 3.68
Difiza sp. 0.03 0.19
K. fusca 0.29 0.19
E. poeppigiana 0.2b Q.19
. sepium 0.156 0.13
G. ulmifolia 0.34 0.17
Inga sp. 26.89 42.02

Error Estd.= 1.23

Cuadro 13. Resultados de la concentraciétn de taninos
obtenidos para dos formas de secado en especies
herbéceas por el método de Vanllina.

Secado
Especie Horno (60eC) Liofilizado
Centrosema brasilianum 1.28 , 0.14
C. macrocarpum - 0.64 ' 0.17
C. pubescens 0.91 0.08
Codariocalix gyroldes 4.85 H.62
Flemingia macrophylla 4.78 5.16
Cratylia floribunda 1.48 0.15
Stylosantes capitata 1.38 1.01
8. pguianensis 0.78 0.13
Arachis pintod 3.50 2.85
Desmodium ovalifolium 28.92 19,47

Error Estd = 0.34

Se puede decir que depende de la especie el que se deba

o no liofilizar las muestras. Sin embargo, debe tomarse en
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cuenta el costo (en términos econdmicos y de tiempo) de
realizar un tipo de secado u otro. En la ﬁayoria de les
especies no e observd una varlacidén muy importante qgque
Justifique la liofilizacidén con exepcidén de C. calothyrsus,
G. sepium, C. macrocarpum, F. macrophylla cuando se analicen

por el método de iterbio.

En el Cuadro 14. 8se presenta el resumen de los
resultados del esndlisis de varianza para cada una de las
metodologias, por tipo de especie (arbdéreas o herbiceas).
En la prueba de Folin-Denis, la Gnica fuente de wvariacién
que resultd ser significativa (P <0.01) para el tipo
arbéreo, fue la de especies, de estas la que presentd mayor
. contenido de tanlinos fue €. calothrysus y la de menor
contenido G. ulmifolia (Cuadro 18), aungue otras especles
(G. sepilum, Difiza sp., K. fusca, E. poeppigiana) tuvieron
valores semejantes a esta ultima. Las diferenclas debido a
secado e interacclidén especie pPoOYT  secado no fueron
significativas.

A diferencia de las especies arbéreas, las especiles
herbdceas anallzadas en easte trabajo por el método de Folin-
Denis, Bil se ven afectadas (P <0.01) por el secado {(Cuadro
14). BSin embargo, la interaccidén secado por especie Zfue
importante (P <0.05), siendo més suceptibles sl secado las
especies €. pubescens, €. gyroldes, D. ovalifelium {(Cuadro

7).
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Con el metodo de Iterbio sucede 1lo contrario, fue en
las especies arbdreas donde la forma de secado cambié en una
manera importante los resultados de taninoe (P <0.01),
mientras gue en las herbédceas en general no hubo este efecto
(Cuadro 14). Con excepcidn de 5. capitata, D. ovalifolium,
C. brasilianum, C. macrocarpum, C. pubescens., C. gyroides
que sl fueron afectadas significativamente (P <0.01) por el

secado en mayor o en menor medida (Cuadro 9).

Cuadro 14. Resumen del andlisis de Varianza para las
diferentes metodologias por tipo de especie
{arbdoreas y herbiceas)

FD IT BUT VAN

¥V  GL arb  her arb her arb her arb  her
Rep 2 - - - ~ - - - -
Esp © Kk £ 3 S b 3 S KK £33 L3 b3 3 Kk
ExR 18 - - - - - - - -
Sec 1 NS *K *x NS NS *k K *K
EXS l9 NS * *x ES 3 NS KK £33 *K
cv 13.5 12.8 16.4 l4a.2 18.86 11.7 43.7 14.8
ES P<0.0b NS: no significativa

¥ P<0.01

También en el Cuadro 14 se observa que las diferencilas
debidas al gecado tampoco fueron significetivas para las

especies arbdreas cuando fueron tratadas con n-butanol. Se
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puede notar que Inga sp. fue quien presentd mayvor contenido
de proantocianidinas (615 unidades de absorbancia por gramo
de muestra, en promedio) teniendo mds de 100 unidades que
Albizia sp quien fue la siguiente especie con mavor, v cagi
600 unidades mas que FE. poeppigilana, guien muestrd el menor
contenido de taninos condensados en todo el grupo de las

egpecles arbéreas (Cuadro 16}.

En el grupo de las herbidcesas, la especie aque més se vié
afectada por el secado fue F. macrophylla, donde se encontré
{P<0.01) mayvor cantldad de taninos cuandoc la muestra fue

liofilizada (Cuadro 11).

Se puede apreclar que por el método de vanilina, tento
las arbdreas como las herbiaceas se vieron afectadas (P<0.01)
por el secado (Cuadro 14). Como se menciond anteriormente
este e un método muy sensible, por lo gue cualquier
variacion debido & la manipulscién de l& muestra, en este
cago debido al tipo de secado, podria ser detectado por

dicho método.

Es interesante hacer notar aque cuando las especies se
enalizaron en dos grupoe usando la prueba de vanilina, se
observae que Inga sp {(en el grupo de las arbdreas) fue la
afectada por el tipo de secado, mientras que en las
herbaceas fueron D. ovalifolium, C.  brasilianum, C.

fioribunda, C. pubescens, C. gyroides (Cuadros 12 v 13).
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taninos en especies arbdreas

obtenidos por el método de Folin-Denis

Eepecie

# Taninos como &dcido ténico

Calliandra calothyrsus
Albizia sp.

Inga sp.

Acacia angusstissima
Albizila falcataria
Gliricidia sepium
Difiza ap.

Erythrina fusca

E. poepplgiana

Guazuma ulmifolla

11.10
10.50
9.b54
6.36
5.08
2.71
2.70
2.41
2.14
2.12

Error Estd.= 0.30

Cuadro 18. Contenldo de taninos en especles arbdreas
obtenlidos por el método de n-Butanol

Especie Ab=zorbancia/gr.muestra
Inga sp. 615.38
Albizia sp. 493.62
Calliandra calothyrsus 140.84
Albizia falcatoria 125.658
Acacla angusstissima 106.67
Guazuma ulmifolia 81.77
Glirieidia sepium 80.22
Erythrina fusca 2B8.72
Difiza sp 20.84
Erythrina poepplgiana

20.29

Error Estd.= 8.36

Los coeficientes

las metodologilas fueron de

excepto para la prueba

de variacidn

encontrados para todas
alrededor del 14% (Cuadro 5},

Vanilina que fTue muy alto
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(c.v.=35%). Aparentemente, en este método dicha variacién
fue ocasionada principalmente por las especies arbdéreass

{Cuadro 14).

Cuando se tratdé de clasificar a las especles en
diferentes categoriass, segin la concetracidén de taninos
presentes en ellas, se observd que Inga sp. tuvo el mayor
contenido (P<0.01)} de acugrdo a las pruebas de Vanilina y n-
Butanol (Cuadros 17 y 18).' En ambos métodoe fue seguids por
D, ovalifolium en un tipo de planta aparte (P <0.05)

(Cuadros 18 y 20).

Tanto los resultados obtenidos con la prueba de Folin-
Denis asi como los de Iterbio sugieren que C. ecalothyrsus
tuvo el mayor contenldo de fenoles totales (Cuedres 21 vy

22).

En general se pudo notar que F. macrophylla, C.
calothyrsus, Inga s8p, D. ovalifolium, €. gyroides y A.
angusstissima se consideran en las clasee de mayor
contenido de taninos. Cuando estos datos se compararon con
los de DIVMS (Cuadros 23 y 28), se encontrd que las especies
de menos digestibilidad fueron K, macrophylla, o,
calothyrsus, Inga sp. mostrando asi el efecto negativo gque

sobre la DIVMS tienen las altas concentraciones de taninos.
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Cuadro 17. Clasificacidén de las especies arbéreas con base
en los contenidos de taninos obtenidos por el
método de Vanilina (segin prueba de Duncan).

Eepecie % Taninoe como Catequina
Inga sp. 34.45 a
Calliandra calothyraus 4.07 »
Acacia angusstissima 3.87 ©
Albizia sp. 2.2 pe
A. falcataria 2.21 be
Guazuma ulmifolla 0.286 =
Erythrina poeppigiana 0.2b =
E. fusca 0.24 =
Gliricidisa sepium 0.14 =
Difiza &p. 0.11 =

Letras diferentes en las columnas implican diferencia
slgnificativa (P<0.05H) .

Cuadro 18. Clasificacion de las especies arboreas con base
en los contenldos de taninos obtenldos por el
método de n—-Butanol (segin prueba de Duncan).

Especie Absorbancia/gr.muestra
Inga sp. 615.38 &
Alblzia sp. 493.62 ©
Calliandra calothyrsus 139.44 =
Albizia falecatoria 125.85 <
Acacla angusstissima 106.87 =4
Guazuma uilmirfolia 81.77 as
Gliricidia sepium 80.22 de
Erythrina fusca 28.72 e
Difiza sp. 20.84 o
Eryvthrina poeppigiana 1B.39 =

lLetras diferentes en las columnas implican diferencia
glgnificativa (P<0.05H)
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Cuadro 18. Clasificaclén de las especies herbdceas con base
en los contenidos de taninos obtenidos por el
método de Vanilina (segin prueba de Duncan).

Especie % Taninos como Categuina

Desmodiwum ovalifolium 25.97
Codariocalix gyroldes .29
Flemingia macrophylla .97
Arachis pintoli
Stylosanthes capitata
Cratylia floribunds
Centrogema brasilianum
. pubescens
Stylosanthes gulanensis
Centrosema macrocarpumn

COOOORWhO
o
._.l

2 S P O N+ A A O S

Letras diferentes en lae columnas implican diferencia
significativa (P<0.058)

Cuadro 20. Clapificacién de las especles herbdceas con base
en los contenidos de taninos obtenidos por el
método de n-Butanol {segin prueba de Duncan).

Especle Absorbancia/gr.muestra
Dasmodium ovalilfolium 549.486 &
Codariocallx gyroldes 390.50 ®
Flemingia macrophyllia 368.88 »
Arachis pintod 100.32 =
Stylosanthes guianensis 35.86 @
5. capitata 28.38 4
Centrosema macrocarpum . 16.09 4
C. brasilianum 14.44 &
Cratylia floribunda 12.77 &
Centrosema pubescens 10.85 4

Letras diferentes en las columnas implican diferencisa
slgnificativa (P<0.05)
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Cuadro 21. Clasiflcacidn de las especies arb6reas con base
en los contenidos de taninos obtenidos por el
método de Folin-Denis (segiin prueba de Duncan).

Eepecie % Taninoes como dcido tanico
C. calothyrsus 11.15 =
Ailbilzia sp. 10.50 ab
Inga ap. 9.54 b
Acacia angusstissima 6.3H &
Albizia falcatoria 5.08 =
Gliricidia sepium 2.71 &
Difiza sp. : 2.70 &
Erythrina fusca 2.41 =
E. poepplgiana 2.17 =
Guazuma ulmifolia 2.12 =

Letras diferentes en las columnas implican diferencia
gignificativa (P<0.05)

Cuadro 22. Clasificaclion de las especlee arbdOreas con base
en los contenidos de taninos obtenidos por el
método de Iterbio (eegiin prueba de Duncan).

Especie % Fenoles solubles toteles
Calliandra calothyrsus 64.88 &
Acacla angusstissima 48.34 »
ITnga ap. 47 .74 b
Alblzia sp. 39.86 ¢
Albizia falcatoria 35.68
Difiza sbp. 23.27 4
Gliricidia sepium 21.79 de
Erythrina fusca 17.87 da
Guazuma ulmifeolia 16.47 de
Erythrina poeppigiana 14.80 =

Letras diferentes en lae columnas implican diferencia
significativa (P<0.05)

Al realizar la anterior clasgificacldn segin el tipo de

material analizado, se obaservd que dentro de lae arbbreas
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fueron K. poeppigiana, Difiza sp, E. fusca, G. sepium las
que presentaron el menor contenido de taninos, vy a su vez
estap mismas especies tuvieron la mayor digestibilidad
(Cuadros 17, 18, 21, 22, 23). Las herbdcess que muestran
mayor c¢ontenido de tanineca, coincidiendo en todas lasg
metodologias son D. ovalifolium, F. macrophylla, C.
gyroldes. Para €. floribunda se observa un bajo contenido
de taninos asi como una baja digestibilidad (Cuadros 19, 20,
24, 25, 26).

Cuadro 23. Clasifilcaciétn de lae especies arboreas con base
en los resultados de digestlbilidad in vitro de
la materia seca (DIVME) segin prueba de Duncan.

Eapecie ¥ DIVMS

Difiza sp. ha.27 =
Gliricidia sepium 57.83 &
Erythrina poeppilgiana bi.78 b
E. fusca 49.52 ®
Guazuma ulmifolia 44 .77 <
Albizia falcatoria 42.35 e
Inga sp. 23.23 &
Acacla angusstissima 23.18 4
Albizia 8p 22.97 4
Calliandra calothyrsus 20.68 4

Letras diferentes en lag columnaa implican diferencia
significativa (P<{.058)
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Cuadro 24. Clasificacién de las especies herbdceas con base
en los contenidos de taninos obtenidos por el
método de Folin-Denis (segiin prueba de Duncan).

Especie % Taninos como acido tanico
Flemingia macraphyla 6.54 &
Desmodium ovalifolium 6.41 ab
Codariocalix gyrolides 5.84 ©
Stylosanthes guianensis 3.44 <

&. capitata 3
Arachisg pintold 2.
Centrosema macrocarpiun . 2.26 dea
C. brasilianum 1.85 er
C, pubescens 1.72 =¥
Cratylia floribunda 1.1 ¢t

Letras diferentes en les columnaeg implicaen diferencia
significativa (P<0.05)

Cuadro 25. Clasificacién de las especies herbdceas con base
en los contenidos de taninos obtenidos por el
método de Iterbio (eegin prueba de Duncan).

Egpecie % Fenoles solubles totales
Filemingla macrophylla 48 .55 =&
Desmodium ovalifolium 46.21 »
Codarioccalix gyroides 31.03 »
Centrogsema macrocarpum 289.61 ®»
Stylosanthes capitata 18.12 ©
Centrosema pubescens 14,85 «d
Cratylia floribunda 14.18 ea
Centrosema brasilianum 13.83 e=a
Stylosanthes gulanensis 12.27 <
Arachis pintol 7.66 @

Letras diferentes en las columnas implican diferencia
significativa (P<0.058)
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Cuadro 26. Clasificacién de las especies herbdceas con base
en los resultados de digestibilidaed in vitro de
la materia seca (DIVMS) sBegin prueba de Duncan.

Especie % DIVMS
Arachis pintoi 62.03 =
Stylosanthes capitata 60.70 =
5. gulanensis b7.07 ®»
Centrosema macrocarpum . 54.00 =
C. pubescens 52.55 =
C. brasilianum b1.53 =
Cratylia floribunda 45.33 4
Desmodium ovalifolium 31.30 =
Codarriocallx gyroldes 28.45 £
Flemingia macrophylla 19.63 &

Letraes diferentes en las columnas implican diferencia
significativa (P<0.08)

4.2.2. Relacidn entre los estimados de taninos
obtenidog por las diferentes metodologias evaluadas.

Los coeficientes de correlacidn lineal de la
concentracidén de taninos obtenidos para cada una de las
metodologias fuercon altos, positivos vy altamente
significativos (P <0.01) en todos loa casos (Cuadrc 27).
Los coeficlentes de correlacidn lineal entre los resultados

de la prueba de Vanilina y de n-Butanol fueron altos
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(r=0.75), porque ambos miden proantocianidinas. Reed et al
(1985) coinciden con esta afirmacién, aungue obtuvieron un
coeficiente de correlacién lineal mds alto (r=0.30). Otros
métodos que mostraron una correlacidn alta fueron el de
Folin-Denis v el de Iterbio, probablemente debido a que
ambos miden fenoles totales (r=0.77), perc también existié
una correlascién alta entre Folin-Denis y n—-Butanol (Cuadro

27).

Las especies herbaceas son qulenes aparentemente
aumentan la correlacidén gque existe entre la prueba de
Iterblio v n-Butenol (Cusdro 28). Algo parecldo sucedidé con
los métodos de Folin-Denis y n-Butanol, asi como de esate
Altimo con Vanilina, parece gque las herbaceas fueron las
responsables de una mayor correlacidén entre las metodologias
(Cuadro 27). Aparentemente, para las herbdceas la mejor
correlaciotn ese presentd entre Folin-Denis y n-Butanol,
aungue todos los métodos correlacionaron bilen para este

grupo (Cuadro 28).

Cuando se refiere a los coeficlentes de correlacidn
lineal entre métodor, tomando en cuenta el secado que fue
aplicado, 8se observa aque todos tienen wuna correlacidn

positiva y altamente significativa (P <0.01).
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Las pruebas de Folin-Denis con Iterbio para
liofilizado, y Folin-Denis c¢on n-Butanol para secado al
horno, mostraron los ccoeficientes de correlaciétn més altos
{Cuadro 28). En el Cusdro 30 se presentan los coeficientes
de correlacién lineal para c¢cada metodologia tomando en

cuenta el secado y el tipo de especie.

Cuando las especles - arboreas fueron secadas al horno
los métodos mas pareclde fueron el de Folin Denis y el de n-
Butanol. Las correlaciones son mas altas para las especies
herbdceas con cualguier tipo de secado, es decir, que sBe ven
afectadas en forma muy similar en todos los métodos

independientemente del método de secado {(Cuadro 30).

Cuadre 27. Coeficientes de correlacién lineal entre
metodologise para el analisis de contenido de
taninos, en 20 especies forrajeras (¥<0.01).

Método IT BUT VAN
FD Q.77 0.76 0.48
IT 0.587 0.44

BUT 0.75
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Cuadro 28. Coeficientes de correlacién lineal entre 1loa
resultados obtenidos para cada metodologia de
andlisis de taninos por tipo de especie (P<0_.01)

Método IT BUT VAN
Tipo arb herb arb herb arb herb
arb Q.76 .76 .46

¥D
herb 0.75 0.88 0.64
arb 0.43 .38

IT
herb : Q.77 0.58
arb 0.74

BUT
herb .80

En resumen, es posible apreciar que las mejores
correlaciones entre los resultados obtenidos por cada uno de
los métodos pars cada tipo de especle, se dan entre Folin-
Denis e Iterbio (FD-1), y de Folin-Denis con n-Butanol (FD-

But) (Cuadros 27 y 28).

Cuando se toma en cuenta el método de secado existild
una mayor correlacién entre FD-1I al liofilizar y cuando el
secado fue al horno la mayor correlacién se encontro con FD-
But (Cuadro 28). Para arbéress liofilizadas correlacionan
mejor FD-I y para herbdceas secadas al horno la mayor

correlaclidén la presentan FD-But (Cuadro 30).
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Cuadro 29. Coeficientes de correlacién lineal entre los

resultados para cada metodologia de andlisis de
taninos, por secado.

Método IT BUT VAN
Horne Liof Horno Liof Horno Liof
Horno 0.71 0.80 0.51
FD
Liof 0.85 0.71 0.48
Horno 0.54 .62
IT
Liof : 0.60 .33
Horno 0.78
But
Liof 0.73

Cuadro 30. Coeficientes de correlacién lineal entre los
resultados para cada metodologia de andlisis de
tanines, por tipo de especie y por secado
(P<0.01)

Método IT BUT VAN
aH alLL hH hL eH alL hH hL aH &l hH hL

FD aH 0.68 Q.79 0.52
ali 0.380 0.73 0.44
hH 0.79 0.83 0.67
hi 0.74 0.87 0.589

IT aH 0.37* 0.587
al 0.51 0.26
hH 0.77 0.73
hL 0.77 0.46

BUT aH 0.74
aL 0.77
hH 0.83
hL 0.81

* P<0.05
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4.2.3. Relacidn entre los estimados de taninos
obtenidoa por las metodologias evaluadas y la digestibilidad
de los forrajes analizados

En todos 1los casos s8e obtuvo correlaciones entre
método de andlisis de taninoese y DIVME negativas y altamente
gignificativae (P <0.01) ({(Cuadros 31, 32, 33). La mejor
correlacidn obtenida cuando se consideraron les 20 especies
gin tomar en cuenta el secado, se did entre ambas variables
para el método de Folin-Denis (r=-0.82), seguldc por el

método de lterbio {(r=-0.77).

Se puede obsevar que una correlascién alta se obtuvo
para Folin-Denis cuando se consgliderd el tipo de secado, en
otras palsabras, cuando la concentreacidn de taninos ers slta,
tante para secado al horno comc para liofilizado, la
digestibilidad ersa baje (r=-0.80 y r=-0.80 respectivemente).
Para 1la prueba de Iterbio se correlacliondé mejor la
digestibilidad con el contenido de taninos cuando se

liofilizaron las muestras {(Cuadro 32).

Cuando se consideré la forma de secado ademés del
hdbito de crecimiento de la especie, Be registrdé para las
herbdceass una alte correlacidén (para ambos tipos de secado)
entre las varibles bajo estudio (Cuadro 33) para las pruebas
de Folin-Denlis, Iterbio y Butanol. También se muestra en el
mismo cuadro, gque para las herbdaceas liofilizadas el mayor
coeficiente de correlaclién se didé en el método de Iterbio
(r= ~0.84), mientras que para arbéreas liofilizadas fue en

Folin~-Denis (r= -0.87). Al consilderar arbdéreas secadas al
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hornc se observa una mayor correlacidn entre las variables

para Folin-Denis {(r= -0.88).

Cuadro 31. Coeficientes de correlaciotn lineal entre
digestibilidad in vitro de 1la materia seca
{DIVMS} v concentracién de taninos para los
diferentes métodos de anadlisis.

Método Tanine vs DIVMS Prob
FD -0.82 XK
IT . - 7T *K
BUT -0.73 £ 3
VAN ~0.47 * %K

X% P<0.01

n=117

Cuadro 32. Coeficientes de correlacién lineal entre

digestibilidad in wvitro de la materia Beca
(DIVMS) v concentraciétn de taninos para los
diferentes métodos de andlisis y formas de

secado.

Método Secado Tan ve. DIVMS Prob
Horno ~0.856 *k

FD
Liof -0 .80 L3S
Horno ~0.76 *k

IT
Liof -0.80 * K
Horno -0.71 £33

BUT
Liof ~0.75 L3 3
Horno -0.47 *K

VAN
Liof -0.47 L3

*¥ P<0.01 n= 60
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Cuadro. 33. Coeficlentes de correlacién lineal entre DIVMS vy
taninos para
métodos de andlisls, formas de secado y hédbito

concentraclion de

de crecimiento

los diferentes

Método Secado Tipo Tan vs. DIVMS Prob
arb -0 .86 ¥k
Horno
herb -0.8b ¥k
FD
arb ~0.87 b3
Liof
herb -0.73 ¥R
srb ~(.76 * K
Horno
herb -0.74 £ 2.4
iT
arb -0.77 b33
Liof
herb -0, 84 L33
arb -0.64 X
Horno
herb ~-0.82 KK
BUT
arb -0.71 *K
Liof
herb -0.81 ¥k
arb -0.48 F 33
Horno
herdb ~-0.b2 ¥
VAN
arb -0.50 b 35
Liof
herb ~-0.48 L 3. 3
¥ P<0.01 n= 30

Se utilizd una modelo de regreslodn lineal simple (Y=mx

+ b) tomando la digestibilidad

in vitro de la materia gecsa
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(DIVMS) como variable dependiente y 1los estimados de
concentracién de taninos obtenidos para cada metodologia,
como la varlable independiente. Las ecuaciones para dichos
modelos se muestran en los cuadros 34 y 36. Las ecuaciones
de regresidn lineal que mejor lograron predecir 1la
digestiblilidad de las diferentes especilee arbbdreas en base
al contenido de taninos, se dieron para el método de Folin-
Denis, con un r2=z (.82 cuando lag muestras fueron
liofilizadas y »r=2= 0.78 ICuando Be gecaron en el horno a

800C.

Los modelos que mejor sjustaron se dieron para la
prueba de Folin-Denis. Esto puede estar relacionado con la
alta cantidad de fenoles que estos forrajes (arbbdreos)
contienen (Preston y Leng, 1887) o debido a que las
diferencias en cuanto & digestibilidad para estes especies
s8e deben principalmemte &l contenido total de fenoles mas
gue a un determinado tipo de tanino. Este mismo concepto
podria aplicarse las especles herbdceas liofilizadas, donde
también se cuantificaron fenoles totales por el método
gravimétrico de Iterbio (r2= 0.75). 8in embargo, no =e
descarta la posibilidad de que el contenido de taninos
condensados (proantoclanidinas), obtenido por el método de
n-Butanol, pueds explicar lae varisciones en digestibilidad

de las herbdceas cuando fueron secadas al horno (r2= 0.89).
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Cuadro 34. Ecuacidén de regresi6n lineal para las diferentes
metodologias de cuantificacitn de taninos.

Relacidn Intercepto Pendiente cv R= Prob
M1T181 57.84 -3.48 18.88 0.78 *XK
M1T182 652.49 -4.01 18.00 0.82 KK
M1T252 86.81 -6.37 22.43 0.860 K
M2T151 59.47 -0.72 24 .39 0.684 xK
M2T152 65.20 ~0.865 25.00 0.66 *K
M2T251 64.52 ~0.77 20.756 0.58 *K
M2T282 65.36 -0.81 17.64 0.75 £33
M3T251 54.95 -0.06 18.08 0.69 b 33
M3T252 55.82 . -0.08 20.28 0.67 *k
Ml = Folin Ti = arbdodreaeas
M2 = Xterbkbio T2 = herbicasen
M3 = But 81 = horno

B2 = liof

Cuadro 35. Ecuacién de regresion lineal para las diferentes
metodologias de cuantificacién de taninos.

Relacidn Intercepto Pendiente cv R=2 Prob
M1S1 61.46 -4.08 17.78 0.75 *¥k
M182 61.73 -4 22 21.13 0.68 *E
M281 82.55 -0.76 21.863 0.62 KK
M282 63.97 -0 .67 20.88 0.68 Rk
M351 50.71 -0.05 24.456 0.52 Kk
M3582 52.83 ~0.086 24.71 0.586 K
Mi = Folin 821 = horno

MZ2 = Iterbio B2 = liof

M3 = But
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Cuadro 36. Ecuaciétn de regresién logaritmica para algunas
metodologias de cuantificacién de taninos.

Relaciodn Intercepto Pendiente cv R= Prob
M3T181 4.75 -0.27 7.22 0.82 XK
M3T1S2 5.02 ~0.31 7.20 0.66 ®K
M4T181 3.563 -0.17 6.87 .65 £33
M4AT182Z 3.62 -0.18 6.71 0.71 K
M4TZ281 3.96 -0.22 6.77 0.48 £ 35
M4T282 3.73 -0.12 9.47 0.30 x%
Tl = arbdraae 81 = horno

T2 = herbicoesna B2 = liofilizado

M3 = Butanol

M4 = Vanilina

En el Cuadro 36 se muestran los valores obtenidog para
el modelo de regresidn logaritmica (Y = bemx)}, para el
método de Vanllina deblido a que los datos se ajustaron mejor
a este tipo de modelo exponenclial que al lineal. En estos
casos se podria explicar la forma en que a partir de cierta
concentracién de proantocianidinas el efecto sasobre la
digestibilidad se hace més marcado. En este sentido cabe
mencionar, gque en ambaa metodologias 8e observa la
influencia de grupos extremos ("“leading groups”), por lo que
no se consideran confiables las conclusiones gue puedan ser

obtenidas en base a estos modelos.
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5. CONCLUSIONES

-Las especies gue més se ven afectadas por el tipo de
secado son Desmodium ovalifolium, Albizia sp, Inga ap ¥y
Flemingia macrophylla, para los diferentes métodos de

andlisis.

~-En general, les arbéreas evaluadas no se ven afectadas
por el secado, cuando se analizan por los métodos de Folin-

Denis y n~Butanol.

-Las especies herbdceas utilizadae no se ven afectadas
por el gecado al trabajar con la prueba de Iterbio, sin

embargo, si exiete interaccién del secedo con especies.

~-Para la prueba de Iterbio, una maeyor cantidad de
eapecies se ven afectadas por el método de mecado, que en el

resto de los métodos.

~-Las meJores correlaciones entre los resultados
obtenidos para cada uno de los métodoe se dan entre las
silguientes pruebas: Folin-Denis e Iterbio, Folin-Denis v n-

Butanol, n-~Butanol yv Vanilina.

~-La mejor correlacidn obtenida entre DIVMS y contenido
de taninos, cuando ge conslideraron las 20 eapecies

independientemente del secado, se dié entre ambas varisbles
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para el método de Folin-Denis, y en segundo lugar, por el

método de Iterbio.

-La mejor correlacidén entre DIVMS y taninos para
especies herbdceas se dio en los metodos de Folin-Denis,

Iterbio, Butanol. Para especies arbdreas fue Folin-Denis.
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6. RECOMENDACIONES

-Proponer ensayos de consumo con las especies que ge
clasificaron comoc altas en contenidoa de taninoes, para

determinar su efecto sobre el consumo y rendimiento animal.

-Evaluar la utilizacidén del ensilaje de especies con alto
contenido de taninos, pars determinar si con este proceso se
dieminuye la concetracién de tales, hasta un punto en que no

afecte el desempefio animal.

~Realizar pruebse de cinética de 1la reaccidn para
especlies con alto contenido de taninos condensados para
determinar cuanto tiempo de hervido e recomendado utilizar

por el método de n-Butanol y de Folin-Denis.

~Evaluar, con diferentes materiales, las metodologias
que fueron estudliadas para determinar a largo plazo (3, 8,
12 meses después de molida la muestra) en cuanto varian los
estimados de taninos, determinando e eu vez 81 pueden
explicar sus diferenclae en cuanto a digestibilidad, asi

como la confisbilidad de los resultados en estos plazos.

-Reallzar andlislis con muestras en fresco, pars
determinar su variacién respecto a las muestras que son

secadas.
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A. ANALTISIS DE TANINOS

Al. METODO DE FOLIN-DENIS
REACTIVOS

1.~ Solucidn Saturada de Carbonato de Sodio: A cada 100 ml
Hz0 afiadir 35 g Na=zCOz anhidro, disclver a 70-80 oC vy

dejar enfriar

2.~ Bolucidén Estandar de Acido Ténico: Disolver 100 mg de
dcido tédnico en 1 L H20. Disolver 10 ml de la solucién
en un balén de 100 cc con Hz0 destilada. Preparar la
Bolucitn para cada determinacién (equivale a 10 ppm,

cuando no se considera la tltima dilucidn).

3.~ Reactivo de Folin-Ciocalteu para fenoles (Sigma).

1.~ Pesar 100 mg de muestra y agregar en un balén.

2.~ Afadir 75 ml de H=z0.

3.~ Refluir por 5 horas.

4.- Enfriar a temperatura ambiente.

5.~ Flltrar muestra en un balén de 100 cc. Aforar.

6.~ Mezclar bien y dejar en reposo.

7.- Tomar 2 alicuotas de 5 ml y ponerlas en dos tubos (A ¥

B: blanco para corregir).

0
i

Agregar 0,5 ml de reactivo Folin-Ciocalteu al tubo A.
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S.- Agregar 1 ml de carbonato de sodio (en ambos tubos).
10.~ Completar a volumen de 10 ml.
11.- Leer 40 minutos después de adicionar el carbonato, a

850 nm.

12.- Hacer blanco de reactivos para calibrar el cero.

CALCUTQ8

% Taninos como &cildo téniéo: (Cone A~ Cone . B)
{(Muegtra*M5)%100

donde :

Conc.A= concentracidén de muestra, ppm.
Conc.B= concentracién del blanco, ppm.
Muestra= peso de la muestra en gramos.

MS= materis Beca de la muestra a 110=C.
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A2. METODO DE N--BUTANOI,

1.- Butanol al 95%: Medir 5ml de HCl concentrado y llevario

a 100 ml con n-butanol.

2.- Butanol (n-butanol 100%).

PROCEDTMTENTO

1.~ Pesar una muestra de 0.02 gr molida en malla de 1 mm.

2.~ Poner la muestre en un tubo de 10 ml con tapa y agregar
6 ml de solucién de butanol a8l 95%, a temperatura

smbiente.

3.~ Calentar en bafioc de agua durante dos horas, a 95 oC

(temperatura constante),

b
i

Agitar cada 10 minutos.

5.- Reallzar 1los pasos 1 al 4 para el blanco (utilizar n-

butanol 100% en lugar de soln. 95%).

6.~ Enfriar.

7.- Leer en un espectrofotémetro a 550 nm.

CALCULOS
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Taninos como Abssso/gr M.= Abs.A -~ Aba. B
Muestra¥Ms.

donde:

Abssso/gr M.= concentracién de proantocianidinas en términos
de absorbancia (a 550 nm) por gramo de muestra.

Abs.A= absorbancla de muestra.

Abs.B= absorbancia del blanco.

Muestra= peso de la muestra en gramos.

MS= materis seca de la muestra a 110eC.
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A3. METODO GRAVIMETRICO DK TTRERBIO

REACTIVOS

1.- Solucién de acetona al 70% en agua (soln. acetona):

mezclar 700 ml acetona con 300 ml de HzO.

2.- Acetato de iterbio 0.1 M: disolver 4.22 g de scetato de
iterbio tetrahidrato (3.688 de monohidrato de iterbio)
en agua destilada. Afiedir 3 gotas de #dclido &scético

glaclal, ¥ llevar a 100 ml en frasco volumétrico.

3.~ Trietanolamina 0.1 M: disolver 1.49 g de trietanolamina

en 100 ml del reactivo de mcetona al 70%.

PROCEDTIMIENT(O
1.- Secar materisl y moler a lmm.
2,- Pesar 0.1 g v colocar en tubo de ensayo de 6ml.

3.- Extraer con solucidén de acetona, de la siguiente forma:
afiadir 4 ml de soln. acetona al tubc con la muestra,
agitar en un vortex Vy dejar reposar por un minuto.
Repetir dos veces més. Luego centrifugar por 2 min. a
1000 rpm. Para la extraccidén se utlliza un “"gotero”

con un pedacito de algoddn adentro ( a modo de filtro).
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4.- Repetir el punto 3, tres veces mads. En total deberan
hacerse 4 extracciones de 4 ml con soln. acetona., cada

vesz.

5.- Los extractos se colocan en un erlenmeyer de 50 ml.
6.- Afiadir 2 ml de soln. Iterbio 0.1 M al extracto.

7.~ Agregar 15 ml de soln, trietenoclamina.

8.- Bellar el erlenmeyer y refrigerar por 24 h.
9.-Pesar un paprel de filtro de 9 cm {(Whatman ne40)

10.~ Filtrar al vacio.

11.- Enjuagar el precipltadc con agua destllada y soln
acetona (B0 ml). Be puede usar mds soln. acetona hasta

que salga claro.

12.~- Secar el papel de filtro més el precipitado por 3 horas

Y pesar.

13.~ Por diferencia se calcula como porcentaje del peso seco

de la muestra.

CALCULOS

% Taninos solubles totmless ((Pphtadoi+RE)-(ExMESFEII%100
{Muestra*xMs)

donde:



g2
Pptado+F= peso del papel de filtro con el precipitado de
iterbio, en gramos.
F= peso del papel de filtro
MSF= materia seca del filtro, en gramos
Muestra= peso de la muestra, en gramos.

MS5= materia secs de la muestra, en gramos.
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A4. METODO DE VANILINA

1.~ HCl 8% en Metanol: medir 4 ml de HC1l conc., llevarlo a

50 ml con metanol (preparar diarimente).

2.~ Vainillina 1%: Pesar . 0.5 gr de Vainillina, llevaerlo a
50 ml con metanol (preparar diarimente).

3.~ Vanilina-HCl 0.5%: Mezclar las soluciones 2 y 3.

4.~ HCl 4% en Metanol: Medir 2 ml de HC1l conc., llevarlo a
50 m]l con metanol.

5.~ Estandar de Catequina: Pegar 75 mgr de categuina,
llevarla a 25 ml de metanol (ppm= mg/li entonces
equivale a 3000 ppm).

PROCEDIMIENTO

1.- Pesar una muestra de 0.30 gr molida en malla de 1 mm.

2.~ Poner la muestra en un tubo de 10 ml con tapa y agregar

6 ml de metanol, a temperatura ambiente.

3.- Agltar el tubo por 45 minutos en un agitador mecédnico .
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4.~ Centrifugar el tubo por 3 minutos a 2000 rpm.

5.~ Del sobrenadante tome 2 allcuotas de 2 ml y pongaelas en

dos tubos (A y B, blanco para corregir).

6.~ Agregar 10 ml del reactivoe de vanilina-HCl al tubo A.

Agitar y dejar reposar.

7.- Al tubo B, agregar 10 ml del reactivo HCl al 4% en
metanol. Agiter y dejar reposar.

8.~ Después de 20 minutos leer en un espectrofotémetro a
500 nm.

9.~ Usar un blanco para calibrar el 100% con 5 ml de la
mezcla de vanilina-HCl vy 1 ml de metanol.

CALCUTO8

% Taninos como catequina= {Conec A-Conc BIXBQ0O

(Muestra®MS)iki(oe

donde:

Conc.A= concentracién de muestra, ppm.

Conc.B= concentracién del blanco, ppm.

Muestra= peso de la muestira en gramos.

MS= materia seca de la muestra a 110oC.
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