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RESUMEN

En los ultimos afios las investigaciones en nutricion de rumiantes han promovido el
uso de plantas forrajeras nativas, silvestres o cultivadas como suplemento por su
mayor contenido de proteina; sin embargo, estas pueden contener metabolitos
secundarios con importancia antimicrobial, ya que  pueden modificar la
fermentacion ruminal y aumentar la eficiencia de la utilizacion de los forrajes, entre
estos compuestos secundarios se encuentran los taninos. El objetivo del presente
estudio, fue evaluar el efecto de los taninos sobre la cinética de fermentacién
ruminal en una dieta base con especies taniferas (C. sulphureus, C. bipinnatus, T.
lucida, T. erecta, M. divaricatum y M. diplotricha). Se realizaron dos experimentos;
el primero para comprobar el efecto de los taninos sobre la fermentacion ruminal,
se utilizé polyethylene glycol (PEG) como bloqueador de taninos, y el segundo
experimento consistio en evaluar una dieta base, adicionada con tres niveles de
inclusion (alto, medio y bajo) de extracto de las especies taniferas (de manera
individual). En ambos experimentos se utilizo un disefio de bloques al azar, donde
las variables evaluadas fueron los parametros de la cinética de fermentacion
ruminal, digestibilidad de la materia seca (dMS), materia organica (dMO), fibra
detergente neutro (NDF) y energia metabolizable (EM). Al adicionar PEG a las
especies taniferas se observaron diferencias (p<0.05) a las 24 y 96 h de
fermentacion entre tratamientos (+PEG, -PEG) y entre especies al incrementar la
produccion de gas mejorando la dNDF y el aporte de EM (entre tratamientos), la
dMS, dMO, dNDF y EM (entre especies), ya que mejoraron al adicionar PEG;
mientras que, los parametros de la cinética de fermentaciébn ruminal no
presentaron diferencias (p>0.05). Al adicionar tres niveles (alto, medio y bajo) de
inclusidn de extracto de taninos a una dieta base no hubo diferencias (P>0.05) en
los parametros de la cinética de fermentacion, la dMS, dMO, dNDF y EM., y entre
especies Unicamente hubo diferencias (P<0.05) en la fraccién b y la dNDF.; sin
embargo, en el nivel de inclusién bajo se observé una mejora en todas las

variables evaluadas. La adicion de PEG a las especies taniferas demuestra el



efecto negativo de los taninos sobre la fermentacion ruminal. En el nivel de

inclusion bajo respondieron favorablemente todas las variables evaluadas.



ABSTRACT

In recent years, research studies on ruminant nutrition have promoted the use of
native, wild and cultivated forage plants as a feed supplement, due to their high
protein content. However, these plants may contain secondary metabolites with a
significant antimicrobial effect. They may modify ruminal fermentation and may
increase the efficiency of forage use, and tannins are among these secondary
compounds. The objective of this study was to evaluate the effect of tannins on
ruminal fermentation kinetics in a base diet with tanniferous species (C.
sulphureus, C. bipinnatus, T. lucida, T. erecta, M. divaricatum and M. diplotricha).
Two experiments were conducted: the first to test the effect of tannins on ruminal
fermentation, using polyethylene glycol (PEG) as a tannin blocker, and the second
experiment consisted of evaluating a base diet with an extract from tanniferous
species added (on an individual basis) with three levels of inclusion (high, medium
and low). In both experiments, a random block design was used, and the variables
evaluated were ruminal fermentation kinetics parameters; digestibility of dry matter
(dDM), of organic matter (dOM) and of neutral detergent fiber (dNDF); and
metabolizable energy (ME). With the addition of PEG to the tanniferous species,
differences (p<0.05) were observed at 24 and 96 hours of fermentation, between
treatments (+PEG, -PEG) and among species, with an increase in gas production,
and improvements in the dNDF and the contribution of ME (between treatments),
and in the dDM, dOM, dNDF and ME (among species). In the case of ruminal
fermentation kinetics parameters, no differences (p>0.05) were noted. When an
extract of tannins was added at the three levels of inclusion (high, medium and
low) to a base diet, no differences (p>0.05) were noted in fermentation kinetics
parameters, in the dDM, dOM, dNDF or the ME. The only differences (p>0.05)
observed among species were in fraction b and in the dNDF. However,
improvements were noted in all the variables evaluated at the low level of

inclusion. The addition of PEG to tanniferous species demonstrates the negative



effect of tannins on ruminal fermentation. There was a favorable response in all the

variables evaluated at the low level of inclusion.
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“Sera como arbol plantado junto a las aguas. Y no vera cuando viene el calor, sino

que su hoja estara verde”
Jer 17:8
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I. INTRODUCCION

Durante los ultimos afos las investigaciones en nutricion de rumiantes han
promovido el uso de plantas forrajeras nativas, silvestres o cultivadas como
suplemento por su alto contenido de proteina (Moreno-Murillo et al., 2006). Sin
embargo, estos pueden contener metabolitos secundarios (MSec) con importancia
antimicrobial, ya que pueden modificar la fermentacién ruminal y aumentar la
eficiencia de la utilizacion de los forrajes (Greathead, 2003). Entre estos
compuestos secundarios se encuentran los taninos (Makkar, 2007).

Los taninos condensados, a altas concentraciones afectan a los rumiantes;
mientras que, a bajas concentraciones los benefician (Torres-Acosta et al. 2008).
Un efecto positivo sucede cuando el tanino protege la proteina vegetal (complejo
tanino-proteina) de la degradaciéon microbiana en rumen, para posteriormente
romperse en el abomaso, dandose asi una absorcion de nitrogeno en el intestino
(Givens et al., 2000), ademas suelen reducir la emisién de metano (Tiemann et al.,
2006b), tienen un efecto antihelmintico (Salem et al., 2012) y antitimpanico
(Torres-Acosta et al., 2008). Los efectos negativos se manifiestan con niveles altos
de taninos condensados reduciendo la digestibilidad de los forrajes, la produccion
de acidos grasos volatiles (Pinto-Ruiz et al., 2009) y el desempefio animal, esto
depende de la cantidad y la actividad biologica de los taninos presentes (Shofield,
2001; Tiemann et al.,, 2006b). Recientemente, se ha sugerido que el efecto
negativo de los taninos presentes en algunos forrajes puede disminuir si este es

consumido en bajas cantidades y mezclados con otros forrajes (Ramirez, 2009).

Con estos estudios aun no es claro el efecto de los taninos sobre la fermentacion
ruminal, Clausen et al. (1990) menciona que los taninos condensados de
diferentes especies vegetales poseen propiedades fisicas y quimicas que marcan

variaciones en cuanto a un posible efecto en los rumiantes.



[I. ANTECEDENTES

2.1 Fisiologia del rumen

Los rumiantes son los animales que digieren los alimentos en dos etapas; primero
los consumen y luego realizan la rumia, poseen un sistema digestivo que tiene la
capacidad de aprovechar y convertir el material fibroso con altos contenidos de
carbohidratos estructurales, en alimentos de alta calidad nutritiva: carne y leche.
(Montenegro et al., 2000).

Los rumiantes, como ovejas, vacas, cabras y antilopes tienen un estdmago que
ocupa casi tres cuartas partes de la cavidad abdominal y est4 formado por cuatro
compartimentos: rumen, reticulo, omaso y el abomaso. Estos compartimientos se
desarrollan desde el estomago en el estado embrionario y son relativamente
pequefios en el animal recién nacido donde el rumen y el reticulo juntos apenas
son la mitad del abomaso o estomago verdadero (Annison y Lewis, 1986). En
cambio, los camellos, las llamas y otras especies relacionadas son consideradas
pseudorumiantes, debido a que poseen un estdmago dividido en tres
compartimentos. El compartimento ausente en estas especies es el omaso
(Ramirez, 2003).

El rumen es un pre-estbmago complejo de tamafio considerable, y en menor
extension por el ciego y el colon. El crecimiento considerable del rumen se realiza
durante los primeros meses de vida, pero se sabe que el elemento principal de su
desarrollo es la ingestion de sélidos (Annison y Lewis, 1986). El rumen ocupa mas
del 70% de la capacidad del estbmago y su volumen total es de 15 L en el ganado
ovino y en los bovinos entre 100-150 L (Tsuda, 1994). El rumen todavia no es
funcional en los animales recién nacidos, pero la fermentacion ruminal empieza en
unas cuatro semanas. A medida que crece el rumen, va estableciéndose una
poblacibn mixta de bacterias y protozoos. La fuente de los protozoarios es
indudablemente la inoculacion cruzada de otros animales, puesto que los

rumiantes jovenes criados en aislamiento carecen de protozoarios del rumen. La
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flora bacteriana que se forma una vez que se proporcionan alimentos sélidos debe
ser introducida con los alimentos y el agua. El contacto con otros animales resulta
la forma mas rapida de establecerla con una diversidad mayor de organismos,
pero no se sabe si esto es ventajoso para el animal (Annison y Lewis, 1986).

El rumen y el reticulo anatbmicamente son similares, y en general se consideran
como un solo compartimento (reticulo-rumen), solo los separa el pliegue
reticuloruminal; esta separacion es parcial, ya que existe libre intercambio de
contenido. En estos dos 6rganos ocurre la mayor actividad de fermentacion y
absorcion de nutrientes. En el animal lactante estos dos 6rganos estan muy poco
desarrollados y la leche ingerida pasa directamente al omaso y el abomaso a
través de la gotera esofagica. En el momento en que el ternero o el cordero
empiezan a comer alimento solido, estos dos Organos aumentan
considerablemente de tamafo. El contenido del rumen esta formado por 850 a 930
g de agua/kg MS y normalmente se dispone en dos fases: una inferior liquida en la
gue van suspendidas las particulas mas finas de alimento, y otra superior mas

seca de materia solida mas gruesa (Ramirez, 2003).

El rumiante crea y mantiene a nivel reticulo-ruminal las condiciones ideales para el
crecimiento y multiplicacion de microorganismos. Las condiciones reticulo-

ruminales para el desarrollo de estos incluyen:

a) Aporte de nutrientes. Debe tenerse en cuenta que la nutricion del rumiante
depende de la nutricibn de su poblacion ruminal. Esta degrada parcial o
totalmente los componentes de la dieta, por lo cual puede aceptarse que en
realidad se estad alimentando al rumen para que luego éste alimente al
rumiante.

b) Anaerobiosis. EI metabolismo anaerobio de los microorganismos ruminales
es el factor responsable de la simbiosis con el rumiante. Al no utilizar
oxigeno los microorganismos ruminales dependen de la via glucolitica para

la obtencién de energia.



c)

d)

pH. Cada microorganismo posee un rango de pH éptimo para desarrollarse.
La flora normal del rumen desarrolla en un rango de pH de 5.5 a 6.9. Fuera
de éste, el pH extremo favorece el desarrollo de otros microorganismos que
alteran el patrén metabdlico del rumen y enferman al rumiante.

Presion osmatica. El contenido ruminal mantiene una presién osmaética de
alrededor de 300 m Osm/It, para evitar pérdidas desmedidas de agua desde

el liquido intersticial hacia el rumen o viceversa.

e) Temperatura. Es otro de los factores que condicionan el desarrollo

f)

g)

bacteriano. Producto de las reacciones quimicas dentro del rumen, la
temperatura ruminal se mantiene entre 38y 42 °C.

Potencial redox. En el rumen oscila entre -250 y -450 mV, reflejando la
ausencia de oxigeno y el exceso del poder reductor.

Eliminacion de los productos de desecho del metabolismo ruminal (Acidos
grasos volatiles [AGV], gases y alimento no digerido). Los AGV e H" deben
ser retirados del rumen, de otro modo su acumulacidon excesiva aumentaria
la presion osmoética y disminuiria el pH a valores nocivos. Los AGV son
retirados por absorcién a través de las paredes del rumen. El H es
eliminado tras la formacion de metano. Un bovino produce diariamente
cientos de litros de gas, especialmente CO, y CH4 que deben ser
eliminados por eructacién. La fraccion de la dieta que no pudo ser digerida

debe continuar su transito por el aparato digestivo (Relling et al., 2002)

El abomaso es el verdadero estomago del rumiante, debido a que ahi se lleva a
cabo la digestion acida y parcialmente enzimatica de algunos nutrientes, como las

proteinas, y se coagula la leche en los rumiantes lactantes (Ramirez, 2003)

2.2. Poblacién microbiana ruminal

La microbiota del rumen mantiene una relacion simbiotica verdadera con el
huésped, son predominantemente bacterias, protozoos y hongos anaerobios y
dependen del rumiante para disponer de las condiciones fisiolégicas necesarias

para su existencia. A su vez, estos microorganismos son esenciales para la

4



digestion y fermentacion de alimento fibroso que consumen los rumiantes que, de
otra manera, no podrian utilizar de una forma eficaz. EI rumen proporciona un
ambiente ideal para el mantenimiento de una poblacion microbiana. Los alimentos
gue ingiere el animal proporcionan un aporte constante de substrato y la gran
capacidad del rumen aporta el volumen necesario y el tiempo de retencién para
qgue los complejos componentes de la dieta (celulosa y otros polisacaridos) sean
degradados y fermentados por los microbios del rumen (Yokoyama y Johnson,
1988).

Las bacterias se encuentran en un nimero de 10° a 10'° por ml, y cerca de 60
especies han sido identificadas. El nimero total de bacterias y la poblacion relativa
de especies individuales varia con la dieta de los animales, por ejemplo, dietas
ricas en concentrados promueven un alto contenido de la proliferacion de
lactobacilos (Van Soest, 1994). La mayoria son anaerobios obligados y se
encuentran desde bacterias celuloliticas (encargadas de degradar la celulosa),
hemiceluloliticas (degradan hemicelulosa), bacterias amiloliticas (degradan
almidon), bacterias proteoliticas (degradan proteina), bacterias productoras de

amoniaco, y bacterias productoras de metano (Yokoyama y Johnson, 1988).

Los protozoarios estan presentes en cantidades mucho menores (10° ml) que las
bacterias, aunque se descubren especies flageladas, la mayoria son ciliadas
(Ramirez, 2003). Se calcula que los protozoos pueden representar el 2% del peso
del contenido del rumen, el 40% del N microbiano total y proporcionar el 60% de
los productos de la fermentacion microbiana en el rumen. Algunos estudios han
demostrado que mejoran la digestibilidad, y las ganancias de peso son mas

rapidas cuando el rumen los contiene (Yokoyama y Johnson, 1988).

En rumen se han descubierto zoosporas de hongos ficomicetos y células
vegetativas. Cuando los animales reciben dietas ricas en forrajes, los hongos del
rumen pueden aportar el 8% de la masa microbiana. Todavia no se sabe con

exactitud si estos hongos son funcionalmente importantes para el rumen, aunque
5



se ha demostrado que degradan xilanos y celulosas, indicando que tienen al
menos cierto papel en la digestion de la fibra (Op. Cit.).

2.3. Fermentacién ruminal

La fermentacion en el rumen es el resultado de actividades fisicas y
microbiologicas que transforman los componentes de la dieta en productos utiles
(acidos grasos volatiles [AGV], proteina microbiana y vitaminas del grupo B), no
utiles (CH4, COy) o incluso nocivos (amoniaco, nitrato) para el animal huésped
(Owens y Goetsch, 1988).

El contenido del rumen se mezcla continuamente por las contracciones ritmicas de
sus paredes, y durante la rumia la parte mas préoxima al exterior pasa al esofago y
se devuelve a la boca por una onda de contraccion. La porcion liquida es tragada
de nuevo rapidamente, pero el componente sélido se mastica en forma
concienzuda antes de pasar de nuevo al rumen. El tiempo que el animal destina a
rumiar depende del contenido fibroso del alimento. En bovinos puede ser de 8 h
diarias. Cada bolo de alimento regurgitado se mastica unas 40-50 veces mucho

mas que en el momento de ser comido (Ramirez, 2003).

La dieta del rumiante contiene cantidades considerables de celulosa,
hemicelulosa, almidén y carbohidratos hidrosolubles. Todos los carbohidratos
excepto la lignina son atacados por los microorganismos del rumen. El
rompimiento de los carbohidratos en el rumen se puede dividir en dos etapas, la
primera de las cuales es la digestion de los carbohidratos complejos a
carbohidratos mas simples, y en la segunda etapa, los caminos involucrados son
en muchos aspectos similares a aquellos que sigue el metabolismo de los
carbohidratos del propio animal. Los principales productos finales del metabolismo
de los carbohidratos de los microorganismos del rumen son los acidos grasos
acético, propionico y butirico, diéxido de carbono (CO;) y metano (CH,), (Ramirez,
2003).



Los microorganismos del rumen hidrolizan las proteinas, los péptidos y los
aminoacidos, algunos de los cuales posteriormente se degradan a acidos
orgénicos, amoniaco y CO,. El amoniaco producido, junto con los péptidos de
cadena corta y los aminoacidos libres son utilizados por los microorganismos del
rumen para sintetizar sus proteinas, que posteriormente se digieren en el
abomaso e intestino delgado. Un aspecto importante de la sintesis de proteina
microbiana, es que las bacterias pueden utilizar tanto amino&cidos indispensables
como no indispensables, lo que asegura al animal hospedero un aporte de los
primeros, independientemente de su contenido en la dieta (Van Soest, 1994). No
solo la proteina degradable de origen alimenticio contribuye con amoniaco del
rumen, en los alimentos utilizados por los rumiantes el N también se encuentra en
forma de compuestos organicos simples como aminoacidos, amidas y aminas, 0
de compuestos inorganicos como los nitratos; es posible aprovechar la capacidad
de los microorganismos del rumen para transformar los compuestos nitrogenados
no proteinicos (NNP) en proteinas, mediante la adicion de aquellos en la dieta. El
compuesto mas usado es la urea, pero pueden utilizarse varios derivados de esta
(McDonald, 1998).

La sintesis de vitaminas del complejo B y vitamina K pueden llevarla a cabo los
microorganismos del rumen. Cuando el alimento es rico en vitaminas del complejo
B, la cantidad sintetizada es relativamente pequefia, pero si el aporte alimenticio

disminuye, esta cantidad aumenta (McDonald, 1998).

2.4. Metabolitos secundarios en plantas

Los taninos condensados pertenecen a los compuestos secundarios de las
plantas, que se definen como los compuestos quimicos sintetizados por las
plantas y cumplen funciones no esenciales en ellas, no intervienen en el
metabolismo primario de las plantas, mas bien en las interacciones ecoldgicas
entre la planta y su ambiente. La mayoria cumple funciones de defensa contra
predadores y patdégenos, actian como agentes alelopaticos (son liberados para

ejercer efectos sobre otras plantas), o para atraer polinizadores (Isaza, 2007).
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Hay cerca de 24,000 estructuras, incluyendo muchos compuestos que tienen
efectos antinutricionales y téxicos en mamiferos. Los compuestos secundarios
presentes en forrajes incluyen alcaloides, terpenos voléatiles, saponinas, acidos
fendlicos, taninos hidrolizables (TH) y flavonoides, incluyendo proantocianidinas
(PA). Estudios sobre los compuestos secundarios en forrajes han encontrado que
tienen efectos toxicos y antinutricionales en el ganado. Estos efectos pueden
clasificarse en dos grupos (Reed et al., 2000):

1.- Compuestos téxicos: estdn presentes en plantas a bajas concentraciones
(menos de 20 g Kg™t MS); tienen efectos psicolégicos negativos y cuando son
absorbidos provocan problemas neurologicos, y dafios mas severos como falla
reproductiva, gangrena y muerte. Ejemplos de estas sustancias son alcaloides,

saponinas, glucosidos cianogénicos y muchos otros.

2.- Compuestos no toxicos: estos disminuyen la digestibilidad y palatabilidad de
las plantas. El sitio primario de la actividad es el tracto digestivo o por 6rganos
sensoriales asociados con el comportamiento alimentario. Incluye: taninos, lignina

y terpenoides volatiles.

Los taninos son compuestos polifendlicos de estructura quimica diversa, son
solubles en agua y con un peso molecular entre 500 y 3000. Las familias
botanicas representativas con mayores contenidos de taninos son Fagaceae,
Fabaceae, Mirtaceae y Rosaceae. Los organos principales de las plantas donde
se encuentran son: raices-rizoma (rabano), corteza (roble y quina), lefio (catecu),
hojas (hammamelis) y frutos (cinorronones) (Isaza, 2007); también estan
presentes en arbustos y hojas de algunos arboles (Givens et al., 2000). En la
naturaleza se encuentran tres tipos de taninos desde el punto de vista quimico: a)
Proantocianidinas o taninos condensados, b) Taninos hidrolizables o pirogalicos y

c¢) Florotaninos (Isaza, 2007).



Los taninos tienen la propiedad de formar complejos con las proteinas para formar
complejos solubles e insolubles (Makkar, 2003b; Ramirez, 2003). La firmeza de
estos complejos depende tanto de las caracteristicas del tanino, como de la
proteina (peso molecular, estructura terciaria, punto isoeléctrico y compatibilidad
de los sitios de unién), (Reed, 1995).

Los taninos tienen diversos efectos como: disminucién en la utilizacion de
nutrientes particularmente en la utilizacion de la proteina, disminucién en la
palatabilidad y la ingesta de alimento, o disminucion en la actividad de las enzimas
digestivas (Makkar, 2003b), asi mismo son antidiarréicos, antibacteriales,
antivirales, astringentes, antitumorales, curtido, medicina tradicional, etc. (Isaza,
2007)

Se ha propuesto el uso de Polietilen glicol (PEG), con peso molecular de 4000 o
6000, para detectar la actividad biolégica de los compuestos fendlicos en las
plantas (Makkar et al., 1995). EIl PEG es un agente que reduce o neutraliza el
efecto de los taninos sobre la fermentaciéon ruminal (Makkar et al., 1995;
McSweeney et al., 2003); por lo que, un incremento en la produccion de gas in
vitro y en los parametros de degradacion cuando se suministra PEG indicaria la
actividad de los taninos en los alimentos (Getachew et al., 1998), ademas de
mejorar el rendimiento animal (Barry et al., 2001; Serge et al., 2002), el aporte de
energia metabolizable (Kamalak et al., 2005), la ingesta y la digestibilidad (Kumar
y Vaithiyanathan, 1990). Se sugiere que el tratamiento con polietilen glicol 4000
parece viable para la reduccion de los efectos de los taninos en el alimento (Op.
Cit.)

Makkar y Becker (1996) mencionan que el efecto del PEG depende del nivel de
proteina en la dieta; es decir, cuanto mas alto sea el nivel de proteina en un
sustrato, menor serd el efecto del PEG. Por otra parte, Rodriguez et al. (2006)
reportan que no hay respuesta a la adicion de PEG a ciertas especies, indicando

gue otros compuestos secundarios distintos a los taninos condensados pueden
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afectar su utilizacién microbiana, o bien, distintos PEG (2000, 3000, 4000, 6000,
35,000) acttan bajo ciertas condiciones (Makkar, 2003a).

2.5. Importancia de taninos en rumiantes

La presencia de taninos en un gran numero de hojas de arboles es
nutricionalmente importante, debido a que impiden su utilizacion como alimento

para los rumiantes (Ramirez, 2003).

Hay una baja degradabilidad de la materia seca de los materiales con mayor
contenido de fibras y compuestos secundarios, mientras que, hay una alta
degradabilidad ruminal y mayor calidad de la biomasa con menor concentracion de
fenoles y taninos. Los compuestos fendlicos tienen influencia negativa en la
degradabilidad y digestibilidad de los recursos alimentarios. Los metabolitos
secundarios (MSec.) también pueden ser benéficos debido al posible incremento
de la proteina no degradada en el rumen, traducido esto en una absorcion de

nitrégeno en el intestino (Garcia et al., 2008).

En numerosos estudios se ha informado la accion negativa de los taninos en la
degradacion de los forrajes por inactivar algunas enzimas digestivas y disminuir,
en algunos casos, la poblacion de microorganismos en el rumen (Givens et al.,
2000; Makkar 2003b). Pueden también reducir el consumo de plantas debido a
una disminucion de la gustosidad o por afectar negativamente a la digestion. La
astringencia es la sensacion causada por la formacién de complejos entre taninos
y glicoproteinas salivales. La astringencia puede incrementar la salivacién y
disminuir la gustosidad (Reed, 1995). La presencia de taninos insolubles en la
fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA) indica que los taninos
estan fuertemente ligados a la fibra (Van Soest, 1986). La fibra ligada a los taninos
puede resistir la degradacion a causa de los microorganismos ruminales, y
también los taninos libres pueden inactivar los microorganismos y sus enzimas.
Consecuentemente, la fermentacion pudiera inhibirse en el rumen (Ramirez,

2003).
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El efecto positivo de los taninos radica en la formaciéon del complejo con las
proteinas y su posterior ruptura en al abomaso (Makkar, 2003b). La diferencia
entre los efectos toxicos y benéficos depende de la dosis. También Givens et al.
(2000) menciona que la actividad biolégica de los taninos condensados depende
de dos factores principales; la concentracion y la estructura de los mismos (Hoste
et al., 2006)

Las altas concentraciones de taninos (5-10% de MS) deprimen el consumo y la
digestibilidad de la materia seca, materia organica, de la fibra, de la proteina y de
los carbohidratos, y por consiguiente afectan negativamente al desempefio
productivo del animal, mientras que a menor concentracion (2-4% de MS) podrian
disminuir las pérdidas de la proteina de la ingesta producida por la proteolisis por
los microorganismos del rumen e incrementar la absorcion intestinal de las
proteinas, ademas previenen infecciones (Waghorn et al., 1997), reduce la
solubilidad del nitrégeno de las proteinas contenidas en ensilados y mejora la

eficiencia de la utilizacion de la proteina (Givens et al., 2000).

Los llamados taninos condensados, han sido estudiados en leguminosas como: O.
viciaefolia, L. cornulatus y L. pedunculatus, estos son asociados con una mejor
digestion de la proteina y el metabolismo en los rumiantes ademas de que estos
no se hinchan (Reed et al.,, 2000; Waghorn et al., 2008), pueden modificar la
digestibilidad proteica de la dieta y los carbohidratos en forrajes usados por
rumiantes (Mueller-Harvey y McAllan, 1992) y también protegen a los rumiantes

contra la helmintiasis.

También se han estudiado los efectos de los extractos de algunas plantas (A.
millefolium, A. chamissonis, B. alba, D. glomerata, E. globulus, G. biloba, L.
officinalis, L. capitata, H. perforatum, S. virgaurea, F. esculentum, E. arvense, S.
officinalis, P. anisum, J. oxycedrus, C. annuum, C. cassia, S. aromaticum, A.

graveolens, T. foenum, A. sativa, Z. officinale, O. vulgare, M. alternifolia, y A.
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rusticana) sobre la fermentacion ruminal in vitro (Broudiscou et al., 2000;
Broudiscou et al., 2002; Cardozo et al., 2004; Cardozo et al., 2005; Mohammed et
al., 2004; Busquet et al., 2005; Busquet et al., 2006).

2.6. Técnicas de produccién de gas in vitro

En los estudios para estimar la digestibilidad en los forrajes hay dos técnicas de
produccién de gas in vitro mas usadas. Estas técnicas tienen como principio
fundamental que “la cantidad de gas producido durante la fermentacion es
proporcional a la cantidad de materia seca digerida” Menke et al., 1979; Menke y
Steingass, 1988; Bliummel y @rskov, 1993

Menke (1979) y Menke y Steingass (1988) desarrollaron por primera vez la técnica
de produccion de gas in vitro, la cual consiste en incubar 200 mg de forraje en
jeringas de vidrio graduadas (100 ml) con liquido ruminal y solucion buffer en una
proporcion 1:2 (v/v). Se deben colocar jeringas blanco y muestras estandar e
incubarse a 39°C. Con el promedio del gas de los blancos se corrige la produccién
de gas debida a la fermentacion del alimento contenido en el liquido ruminal y con

los estandares se controla la produccion de gas.

Este método solo tiene una exactitud de lectura de 0.5 ml; sin embargo, es de
facil reproduccion, bajo costo y ademas con esta técnica se puede obtener el
aporte de EM de un alimento. Se toma en cuenta el volumen de gas producido
hasta las 24 horas de fermentacion, la cantidad de proteina cruda, grasa cruda,
fibora cruda, y las cenizas del alimento en evaluacion. Se aplica la formula
adecuada y se obtiene la energia metabolizable que aporta el alimento (Menke y
Steingass, 1988).
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Posteriormente Theodorou et al. (1991: 1994) desarrollan otro método, utilizando
un transductor de presion; este mide la presién de gas generada por la
fermentacion del alimento en frascos de vidrio. Se colocan 0.999 g de forraje en
los frascos con 90 ml de solucion buffer y 10 ml de liquido ruminal. Se deben
colocar frascos blanco y muestras estandar e incubarse a 39°C. Las lecturas son
tomadas a intervalos regulares hasta obtener las 120 horas. El gas generado en
cada lectura es liberado, el gas acumulado en cada lectura representa la cinética
del proceso de fermentacion del forraje (Theodorou et al., 1991: 1994).
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I1l. JUSTIFICACION

En México la ganaderia es una de las principales actividades, por ejemplo el
sector lechero en el pais representa la segunda actividad mas importante dentro
del subsector ganadero, con 22.8% del valor de la produccion y es una de las
principales fuentes de suministro de proteina animal dentro del pais. Sin embargo,
la alimentacién del ganado juega un papel muy importante, pues muchas veces se
alimenta a los bovinos con arvenses, que a su vez contienen cantidades
importantes de metabdlitos secundarios (taninos), los cuales pueden disminuir el
aprovechamiento de los nutrientes de la dieta. Por lo que es importante estudiar
los efectos de estos compuestos secundarios en la fermentacion ruminal y asi
encontrar alternativas positivas de alimentacion para que no haya efectos

negativos en la alimentacion del ganado.
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Tendré alguna especie tanifera efectos positivos sobre la fermentacion ruminal?
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V. HIPOTESIS

Si hay efectos positivos en la fermentacion ruminal con alguna de las especies
taniferas entonces se lograra una mayor eficiencia de utilizacion de los nutrientes

de manera que no se afecte la calidad del forraje ni la digestibilidad del alimento.
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VI. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la produccion de gas in vitro de seis especies taniferas utilizadas en dietas
para bovinos lecheros.

Objetivos particulares
-Evaluar la composicion quimica de cada especie tanifera.

-Evaluar el efecto de los taninos condensados sobre la produccion de gas y la

cinética de fermentacion ruminal in vitro en cada especie tanifera.

-Evaluar la produccién de gas en una dieta base adicionando cada una de las

especies taniferas (extracto) a traves de la técnica de produccion de gas in vitro.

-Evaluar la cinética de la fermentaciéon ruminal in vitro en una dieta base

adicionada con especies taniferas (extracto) para evaluar su potencial forrajero.

17



VIl. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizo en las instalaciones y laboratorios del Instituto
de Ciencias Agropecuarias y Rurales (ICAR) de la Universidad Autbnoma del
Estado de México (UAEMéx.), y en la posta zootécnica de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la misma Institucion Académica. Se utilizaron dos

bovinos fistulados para extraer el liquido ruminal.

7.1 Seleccion de las especies taniferas

Martinez-Loperena et al. (2011) realizaron un estudio en el Valle de Toluca, ellos
evaluaron la cinética de fermentacién ruminal de especies arvenses (con taninos)
mezcladas con rastrojo de maiz, también determinaron la calidad nutritiva de cada
arvense; de este trabajo C. bipinnatus y T. lucida fueron seleccionadas. Por otra
parte, Figueroa-Medina et al. (2013) (datos aun no publicados), evaluaron la
concentracion de taninos condensados de 98 especies consumidas por el ganado
en pastizales nativos del Sur del Estado de México. De este trabajo, se eligio a C.
sulphureus, T. erecta, M. diplotricha y M. divaricatum. Todas las especies fueron
elegidas por sus altos valores de taninos condensados y por ser ampliamente

consumidas por el ganado.

C. bipinnatus y T. lucida fueron recolectadas en el Valle de Toluca; mientras que,
C. sulphureus, T. erecta, M. diplotricha y M. divaricatum fueron recolectadas en
Tejupilco, Estado de México. Esta actividad se realiz6 de Septiembre a Noviembre
de 2010, en este periodo las especies se encontraban en proceso de floracion y
de cada especie se recolectaron ejemplares de tres muestreos distintos. Cada
ejemplar se coloc6 en una secadora a aproximadamente 30°C durante 72 horas,
posteriormente se molieron en un molino Willey a un tamafo de particula de 1mm
y se almacenaron individualmente en bolsas de plastico previamente etiquetadas.
De la recolecta de los tres muestreos distintos de cada especie, se tomaron tres

muestras representativas, Yy de cada muestra representativa se tomaron tres
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submuestras representativas para los posteriores analisis y los dos experimentos

realizados.

7.2 Determinacion de metabélitos secundarios

Las especies taniferas se evaluaron para obtener el contenido de fenoles totales
(FT), taninos no fendlicos (TNF) y taninos totales (TT), este ultimo utilizando
Polyvinyl polypyrrolidone (PVPP).Todos los analisis se realizaron por el método
Folin-Ciocalteu (Makkar, 2003b). El contenido de fenoles totales y taninos no
fendlicos fue expresado como el equivalente de acido tanico con la respectiva
curva de calibracion y la cantidad de taninos totales se obtuvo por diferencia entre
los fenoles totales y taninos no fendlicos. Ademas, se evalué el contenido de
taninos condensados (TC) y taninos condensados ligados a la fibra (TCLF) por el
ensayo de Butanol-HCI/Fe** (Makkar et al., 2007). La cantidad de taninos
condensados y taninos condensados ligados a la fibra fueron calculados por

medio de un valor constante y el factor de dilucion utilizado.

7.3 Analisis quimico proximal

Las especies taniferas y la dieta base fueron evaluadas para determinar: a) su
contenido de N por el método Kjeldhal (Digestor BUCHI B435 y Destilador BUCHI
323) multiplicado por 6.25 para expresarlo en proteina cruda (PC) (AOAC, 1990),
b) fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA) (Van Soest, 1991),
c) extracto etéreo (NMX-F-615-NORMEX-2004), d) cenizas por incineracion de la
muestra en una mufla a 550°C durante 3 horas y e) energia metabolizable (EM,
MJ/kg MS) a las 24 horas de fermentacidén de la muestra utilizando la técnica de
produccion de gas in vitro propuesta por Menke and Steingass (1988) para el
primer experimento y la también sugerida por Theodorou (1994) para el segundo

experimento.
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7.4 Efecto del Polietilen glicol (PEG) sobre la fermentacion ruminal

con especies abundantes en taninos.

Se evalub el efecto de los taninos sobre la fermentacion ruminal para cada
especie tanifera de manera individual. Se utilizé polietilen glicol (PEG-6000) como
blogueador de taninos y se evaluaron dos tratamientos (+PEG, -PEG). Se aplico la
técnica de produccion de gas in vitro propuesta por Menke y Steingass (1988),
modificada por Nagadi et al. (2000a y 2000b), utilizando una dilucién 1:2 (liquido

ruminal/solucion buffer).

El liquido ruminal se colect6 de dos bovinos fistulados (550 kg PV) en la mafiana
antes de ser alimentados, su dieta consisti6 en 60% de forraje (avena, 40% y
alfalfa, 20%) y 40% de concentrado (maiz, 68%; melaza, 10%; urea, 2% y canola,
20%). Se utilizaron jeringas de 100 ml graduadas, en cada jeringa se peso 0.500 g
MS de cada especie tanifera, mas 1 g de PEG (+PEG) o 0 g de PEG (-PEG), y 50
ml de la solucion buffer mas liquido ruminal. Las jeringas se incubaron a 39°C en
bafio de agua. Se colocaron tres replicas por tratamiento para cada especie y las
lecturas se efectuaron a 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 24, 36, 48, 72 y 96 h de

incubacion.

7.5 Efecto en la fermentacion ruminal de tres niveles de inclusion de

extracto de taninos en una dieta base para ganado lechero.

Una vez comprobado el efecto de los taninos sobre la fermentacion ruminal se
inicio la obtencion del extracto de los taninos por especie. El método de extraccion
fue por maceracion; se pesaron 40 g de la planta y se coloc6é en un vaso de
precipitado de 500 ml, se agregaron 100 ml de metanol-agua destilada (disolvente)
en una proporcion 70:30, se dej6o en reposo durante tres semanas a temperatura
ambiente y a la sombra (Isaza, 2007). Posteriormente se filtré el extracto con
papel filtro (nGmero 40) y se guardo en frascos ambar a 4°C hasta su uso (Sabas,
2010).
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Se evalud el efecto de tres niveles de inclusion de extracto de taninos de cada
especie tanifera de manera individual en una dieta base, esta consistié en 60% de
forraje de pasto estrella y 40 % de concentrado (maiz, 68%; melaza, 10%; urea,
2% y canola, 20%). Los niveles de inclusion se determinaron por la cantidad de
materia seca que se colocdé a macerar en el disolvente, el volumen obtenido de
extracto, la cantidad de taninos presentes en la especie y la cantidad de taninos
que puede resistir un rumiante en su alimentaciébn en materia seca (Otero e
Hidalgo, 2004). Con base a este valor se utilizaron tres niveles de inclusion 1, 3y
6% de inclusion de extracto correspondientes al nivel bajo, medio y alto. Se colocé
una muestra sin extracto (control) para poder apreciar los efectos de cada extracto
sobre la dieta base.

Se utilizo la técnica de produccion de gas in vitro propuesta por Theodorou et al.,
(1994), para ello, se pesaron aproximadamente 0.999 g de la dieta base en
botellas Wolf, se agrego el nivel de inclusion correspondiente para cada especie,
90 ml de solucion buffer y 10 ml de liquido ruminal. Se incubaron a 39 °C en bafio
de agua y se colocaron tres replicas por tratamiento para cada extracto de cada
especie tanifera. Las lecturas se realizaron con un transductor de presion (Delta
OHM)ao0,1,2,3,4,5,6,7,8, 12, 24, 36, 48, 72 y 96 h de incubacion.

7.6 Calculos.

Finalizado el periodo de incubacion, en ambos experimentos se aplico la
microtécnica de Pell y Shofield (1993) a los residuos sobrantes para determinar la
digestibilidad de la materia seca (dMS), materia organica (dMO) y la digestibilidad
de la fibra detergente neutro (dFDN).

Para la dMS y dMO los residuos de una jeringa y/o botella Wolf por tratamiento por
muestra (especie tanifera) se removieron con agua destilada y se colocaron en
frascos. Para obtener la dFDN los residuos de dos jeringas y/o botellas por
tratamiento por muestra (especie tanifera) se removieron con 25 y 50 ml de

solucion de fibra detergente neutro para el primer y segundo experimento
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respectivamente y se colocaron en frascos. Todas las muestras sin distincién se

llevaron a la autoclave por una hora a 105°C.

Posteriormente se filtraron en crisoles gooch (previamente colocados a peso
constante y pesados) y se depositaron en una estufa a 105°C por 24-48 h, se
enfriaron en un desecador y se registré su peso. Se distribuyeron en una mufla
para incinerar a 450° C por 4 h. Se enfriaron en un desecador y se registro el peso

final.

La energia metabolizable se calculdé con ecuaciones diferentes de acuerdo a la
técnica de produccién de gas utilizada.

Experimento 1:

La energia metabolizable (EM: MJ/kg MS) se determind con la siguiente ecuacion
(Steingass, 1983):

EM: 3.16+0.0695GP + 0.000730GP? + 0.00732XP + 0.02052XL [1]

Dénde: GP: produccion de gas a las 24 horas (ml gas/200 mg MS/ 24 h), XP:
proteina cruda de la muestra (g/kg MS), XL: extracto etéreo de la muestra (g/kg
MS).

Experimento 2:
La energia metabolizable ((EM) MJ/kg MS)) se determin6 a partir de la siguiente
formula (AFRC, 1993):

EM (MJ/kgMS): 0.0157*dMO [2]
Dénde: dMO: digestibilidad de la materia organica (g/kg MS).

La cinética de la fermentacion ruminal en ambos experimentos se estimé a partir

del ajuste de la produccion de gas propuesto por Jessop y Herrero (1996).

GP=a x (1-exp (-ca+t)) + b x (1-exp (-cb x (t-lag))) x (t>lag) x -1. [3]

22



Doénde: PG: es la produccion acumulada de gas (ml gas/g MS), a: es la produccién
de gas a partir de la fermentaciéon (ml gas/g MS) de la fraccion soluble de los
carbohidratos, b: es la produccion potencial de gas (ml gas/g MS) a partir de la
fraccion insoluble pero potencialmente degradable, ca: es la tasa de fermentacion
(ml gas/g MS) de la fraccion a, cb: la tasa de fermentacion (ml gas/g MS) de la
fraccion b y lag: es el tiempo en horas (ml gas/g MS) antes de iniciar la
fermentacion de la FDN.

El ajuste de la produccién de gas se realizé en el programa Grafit v3 (1992).

7.7 Disefio experimental

En el experimento 1 se evaluo el efecto del polietilen glicol (PEG) sobre la
fermentacion ruminal donde los tratamientos fueron + PEG y — PEG para cada

especie tanifera (bloques) con tres repeticiones.

En el experimento 2 donde se evalud el efecto en la fermentacion ruminal de tres
niveles de inclusion de extracto sobre la fermentacion ruminal. Los tratamientos
fueron nivel alto, medio y bajo de extracto de especie tanifera (bloques) con tres

repeticiones. En ambos experimentos se utilizo el siguiente modelo general lineal:

Yi= ot i+ B+ g

Donde: Yj = Respuesta en la unidad experimental con el tratamiento, n = Media
general, ti = Efecto del tratamiento (i=1,2), Bj = Efecto del bloque (j=1, ...6) g; =

Error residual.

Finalmente, se realizé un andlisis de regresion del efecto de los compuestos
secundarios sobre los parametros de la fermentacion ruminal, las digestibilidades

y la EM mediante el siguiente modelo:

Yi=Bo+BL X1+ P2 X2 + B3 X3 + B4 X4 + ... fp Xp + &
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Doénde: Yi: variable dependiente (dMS, dMO, dFDN, EM y parametros de la
cinética de fermentacion ruminal), X1, X2, X3, X4, ..., Xp: Variables
independientes (FT, TNF, TT, TC, TCLF), Bo, B1, B2, B3, B4, ..., Bp: Parametros

de la ecuacion de regresion lineal, &l: Error aleatorio del i-esimo individuo.

7.8. Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza y cuando se
observaron diferencias estadisticas (P<0.05) se aplicé una prueba de comparacion
de medias de Tukey (Minitab V14, 2000).
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Abstract

In recent years, research studies on ruminant nutrition have promoted the use of
native, wild and cultivated forage plants as a feed supplement, due to their high
protein content. However, these plants may contain secondary metabolites with a
significant antimicrobial effect. They may modify ruminal fermentation and may
increase the efficiency of forage use, and tannins are among these secondary
compounds. The objective of this study was to evaluate the effect of tannins on
ruminal fermentation kinetics in a base diet with tanniferous species (C.
sulphureus, C. bipinnatus, T. lucida, T. erecta, M. divaricatum and M. diplotricha).
Two experiments were conducted: the first to test the effect of tannins on ruminal
fermentation, using polyethylene glycol (PEG) as a tannin blocker, and the second
experiment consisted of evaluating a base diet with an extract from tanniferous
species added (on an individual basis) with three levels of inclusion (high, medium
and low). In both experiments, a random block design was used, and the variables
evaluated were ruminal fermentation kinetics parameters; digestibility of dry matter
(dDM), of organic matter (dOM) and of neutral detergent fiber (dNDF); and
metabolizable energy (ME). With the addition of PEG to the tanniferous species,
differences (p<0.05) were observed at 24 and 96 hours of fermentation, between
treatments (+PEG, -PEG) and among species, with an increase in gas production,
and improvements in the dNDF and the contribution of ME (between treatments),
and in the dDM, dOM, dNDF and ME (among species). In the case of ruminal
fermentation kinetics parameters, no differences (p>0.05) were noted. When an

extract of tannins was added at the three levels of inclusion (high, medium and
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low) to a base diet, no differences (p>0.05) were noted in fermentation kinetics
parameters, in the dDM, dOM, dNDF or the ME. The only differences (p>0.05)
observed among species were in fraction b and in the dNDF. However,
improvements were noted in all the variables evaluated at the low level of
inclusion. The addition of PEG to tanniferous species demonstrates the negative
effect of tannins on ruminal fermentation. There was a favorable response in all the

variables evaluated at the low level of inclusion.

Key words: extract, tannins, ruminal fermentation, polyethylene glycol.

Abbreviations: C. sulphureus (Cosmos sulphureus), C. bipinnatus (Cosmos bipinnatus), T. lucida
(Tagetes lucida), T. erecta (Tagetes erecta), M. divaricatum (Melampodium divaricatum), M.
diplotricha (Mimosa diplotricha), PEG (polyethylene glycol), dDM (digestibility of dry matter), dOM
(digestibility of organic matter), dNDF (digestibility of neutral detergent fiber), ME (metabolizable

energy).
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1. Introduction

In recent years, research studies on ruminant nutrition have promoted the use of
native, wild and cultivated forage plants as a feed supplement, due to their high
protein content (Pinto-Ruiz et al., 2009). However, these plants may contain
secondary metabolites with a significant antimicrobial effect. They may modify
ruminal fermentation and may increase the efficiency of forage use (Greathead,

2003), and tannins are among these secondary compounds (Makkar et al., 2007).

Condensed tannins negatively affect ruminants at high concentrations, while they
benefit them at low concentrations (Torres-Acosta et al., 2008). A positive effect
occurs when a tannin protects a plant protein (tannin-protein complex) from
microbial degradation in the rumen. It can then be broken down in the abomasum,
thus leading to the absorption of nitrogen in the intestine (Givens et al., 2000).
They have an antihelminthic (Salem et al., 2012) and antitympanic (Torres-Acosta
et al., 2008) effect. The negative effects are manifested when there are high levels
of condensed tannins, through a reduction in the digestibility of forages, the
production of volatile fatty acids (Pinto-Ruiz et al., 2009) and animal performance,
depending on the amount and the biological activity of the tannins present
(Schofield, 2001). It has been reported that tannins inactivate some digestive
enzymes, and in some cases, diminish the population of microorganisms in the
rumen, with the probability of inhibiting fermentation in the rumen (Givens et al.,
2000; Ramirez et al., 2002). Recently, it has been suggested that the negative

effect of tannins present in some forages may be diminished if such forages are
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consumed in small amounts and mixed with other forages (Torres-Acosta et al.,

2008).

The effect of tannins on ruminal fermentation is not yet clear from these studies.
Clausen et al. (1990) states that the condensed tannins of different plant species
have physical and chemical properties that determine variations in terms of
possible effects on ruminants. The objective of the present study was to evaluate
the in vitro ruminal fermentation kinetics in six tanniferous species used in diets for

dairy cattle.
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2. Materials and methods

2.1. Selection of tanniferous species

Six tanniferous species were selected, some derived from the study conducted in
the Valle de Toluca by Martinez-Loperena et al. (2011), who evaluated ruminal
fermentation kinetics by combining different weeds (with tannins) eaten by
livestock, one at a time, with corn stover. The species selected for that study were
C. bipinnatus and T. lucida. In addition, Figueroa-Medina et al. (2013) (unpublished
data) evaluated the concentration of condensed tannins in 98 species eaten by
livestock in native grasslands in the southern part of the state of Mexico. The
species selected for that study were C. sulphureus, T. erecta, M. diplotricha and M.
divaricatum. All of these species were selected due to their high concentrations of
condensed tannins and because they are widely eaten by livestock.

C. bipinnatus and T. lucida were collected in the Valle de Toluca, while C.
sulphureus, T. erecta, M. diplotricha and M. divaricatum were collected in
Tejupilco, in the state of Mexico, between September and November 2010. During
those months these species were flowering, and specimens of each species were
collected in three different samplings. Each specimen was placed in a dryer at 30°
C/72 hours, then ground to 1 mm in a Willey mill, and stored individually in plastic
bags. Of what was collected in the three samplings of each species, three
representative samples were taken, and of each one of them, three sub-samples

were taken for their subsequent analysis and use in experiments.

2.2. Determination of secondary metabolites and chemical composition
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The tanniferous species were evaluated to determine the content of total phenols
(TPs), non-phenolic tannins (NPTs) and total tannins (TTs), the latter by using
Polyvinyl-Polypyrrolidone (PVPP). All the analyses were conducted using the Folin-
Ciocalteu method (Makkar, 2003b). The TP and NPT content was expressed as a
tannic acid equivalent with its respective calibration curve, and the TT amount was
obtained by calculating the difference between TPs and NPTs. In addition the
content of condensed tannins (CTs) and fiber-bound condensed tannins (FBCTS)
was determined using the Butanol-HCI/Fe®*" test (Makkar et al., 2007). The
amounts of CTs and FBCTs were calculated by way of a constant value and the
dilution factor used.

Based on the tanniferous species and diet, the N content was determined, using
the Kjeldhal method (BUCHI B435 digestion unit and BUCHI 323 distiller),
multiplied by 6.25 to express the results in crude protein (CP) (AOAC, 1990),
neutral detergent fiber (NDFom) and acid detergent fiber (ADFom) (Van Soest,
1991), etereo extract (NMX-F-615-NORMEX-2004), ash from incineration (550°C/3
hours) and metabolizable energy (ME, MJ/kg DM) at 24 hours of fermentation,

using the in vitro gas production technique (Menke and Steingass, 1988).

2.3. Experiment 1

Effect of Polyethylene glycol (PEG) on ruminal fermentation

The effect of tannins on ruminal fermentation was evaluated individually for each
tanniferous species. Polyethylene glycol (PEG-6000) was used as a tannin-
blocker, and two treatments (+PEG, -PEG) were evaluated. The in vitro gas

production technique proposed by Menke and Steingass (1988) and modified by
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Nagadi et al. (2000a and 2000b) was applied, using a 1:2 dilution (ruminal
liquid/buffer solution).

Ruminal liquid was collected from two fistulated cows at 08:00 hours before the
morning feeding. Their diet consisted of 60% forage (40% oats and 20% alfalfa)
and 40% concentrate (68% corn, 10% molasses, 2% urea and 20% canola).
Graduated glass syringes (100 ml) were used, and 0.500 g DM of each tanniferous
species was measured into each syringe, together with 1 g of PEG (+PEG) or 0 g
of PEG (-PEG), and 50 ml of buffer solution/ruminal liquid. The syringes were
incubated at 39°C in a bain-marie. Three samples for each treatment for each
species were incubated, and readings were taken at 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 24,

36, 48, 72 and 96 hours of incubation.

2.4. Experiment 2

Effect on ruminal fermentation from a tannin extract, at three levels of inclusion, in
a base diet for dairy cattle

After the effect of tannins on ruminal fermentation had been tested, the next step
was to obtain the tannin extract for each species. The method of extraction was by
maceration: 40 g of the plant was measured and placed in a beaker (500 ml), then
100 ml of distilled methanol-water (dissolvent) was added at a 70:30 ratio, and then
it was left to rest for three weeks in a dark room at room temperature (Isaza, 2007).
Subsequently, the extract was filtered using no. 40 filter paper, and it was stored in

amber-colored jars at 4°C until it was used.
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The effect from the three inclusion levels of the extract from tannins from each
tanniferous species was evaluated individually in a base diet consisting of 60% star
grass forage and 40% concentrate (68% corn, 10% molasses, 2% urea and 20%
canola). The inclusion levels were determined by the amount of dry matter placed
to be macerated in the dissolvent, the volume of extract obtained, the amount of
tannins in the species, and the amount of tannins that a ruminant can tolerate in
the dry matter it consumes (Otero and Hidalgo, 2004). Based on this value, the
inclusion levels of the extract used were 1, 3 and 6%, corresponding to low,

medium and high levels. A control sample was also used.

The in vitro gas production technique was used, in accordance with Theodorou et
al. (1994). Approximately 0.999 g of the base diet was measured into wolf bottles,
together with the inclusion level corresponding to each species, 90 ml of buffer
solution and 10 ml of ruminal liquid. The bottles were incubated at 39°C in a bain-
marie, with three samples per treatment for each extract for each tanniferous
species. Readings were taken with a pressure transductor (Delta Hom) at 0, 1, 2,

3,4,5,6, 7, 8,12, 24, 36, 48, 72 and 96 hours of incubation.

2.5. Calculations

At the end of the incubation period, the technique proposed by Pell and Schofield
(1993) was used to determine the digestibility of dry matter (dDM), of organic
matter (dOM) and of neutral detergent fiber (AONDF). Metabolizable energy (ME)

was determined in different ways in the two experiments.
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2.5.1. Experiment 1:

Metabolizable energy ((ME) MJ/kg DM)) was determined through the following
equation (Steingass, 1983):

ME: 3.16+0.0695GP + 0.000730GP? + 0.00732XP + 0.02052XL [1]

Where: GP: gas production at 24 hours (ml gas/200 mg DM/ 24 h), XP: crude
protein from the sample (g/kg DM), XL: etereo extract from the sample (g/kg DM).
2.5.2. Experiment 2:

Metabolizable energy ((ME) MJ/kg DM)) was determined using the following

formula (AFRC, 1993):

ME (MJ/kgDM): 0.0157*dOM [2]
Where: dOM: digestibility of organic matter (g/kg DM).
Ruminal fermentation kinetics was estimated in both experiments on the basis of

the adjustment in gas production proposed by Jessop and Herrero (1996).
GP=a x (1-exp (-ca+t)) + b x (1-exp (-cb x (t-lag))) x (t>lag) x -1 [3]

Where: GP: is accumulated gas production (ml gas/g DM); a: is gas production
based on fermentation (ml gas/g DM) of the soluble fraction of the carbohydrates;
b: is potential gas production (ml gas/g DM) based on the insoluble but potentially
degradable fraction; ca: is the fermentation rate (ml gas/g DM) of fraction a; cb: is
the fermentation rate (ml gas/g DM) of fraction b; and lag: is the time in hours (ml
gas/g DM) prior to initiating the fermentation of the NDF. The adjustment in gas

production was carried out in the Grafit v3 program (1992).
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2.6. Experiment design

The effect of polyethylene glycol (PEG) on ruminal fermentation was evaluated in
experiment 1, with the + PEG and — PEG treatments for each tanniferous species
(blocks), with three repetitions. And what was evaluated in experiment 2 was the
effect on ruminal fermentation by the three inclusion levels of extract, specifically
high, medium and low levels of extract from tanniferous species (blocks), with three
repetitions. In both experiments the following general linear statistical model was
used:

Yi=p+ i+ B+ g

Where: Yj: Response in the experimental unit with the treatment; u: General mean;
Ti: Effect of treatment (i=1,2); pj: Effect of block (j=1, ...6); and ¢;: Residual error.
When significant differences (P<0.05) were observed, a test was applied for
comparing Tukey means (Minitab V14, 2000).

Lastly, a regression analysis was conducted of the effect from secondary
compounds on the ruminal fermentation parameters, digestibilities and ME, by
using the following model:

Yi = Bo + Bl X1+ B2 X2 + B3 X3 + P4 X4 + ... Bp Xp + &

Where: Yi: dependent variable (dDM, dOM, dNDF, ME and ruminal fermentation
kinetics parameters), X1, X2, X3, X4, ...; Xp: independent variables (TP, NPT, TT,
CT, FBCT), po, B1, B2, B3, p4 , ...; pp: Parameters of the linear regression

equation; &i: Random error of the ith observation.
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3. Results

3.1 Secondary metabolites and chemical composition

C. sulphureus was the species with the highest concentration of total phenols, total
tannins, condensed tannins and fiber-bound tannins, while T. erecta and T. lucida
presented significant levels of concentration for only total phenols and condensed
tannins. In addition, C. bipinnatus, M. diplotricha and M. divaricatum were the
species with limited concentrations of total phenols and total tannins (Table 1).

C. sulphureus, C. bipinnatus and T. erecta presented the best nutritional
characteristics, contributing a significant amount of protein, in addition to limited
amounts of soluble carbohydrates. M. diplotricha is also a significant source of
protein, and the amount of fiber from this species was greater, at 510 g. The
species that presented low nutritional quality was T. lucida, since it is deficient in
protein. The values for protein and fiber in the base diet and M. divaricatum were
adequate for forages. The etereo extract in the base diet and the species ranges
from 10 to 30 g, and the amount of ashes was between 60 and 110 g.

3.2. Experiment 1

Effect of polyethylene glycol on ruminal fermentation

A positive effect was observed at 24 hours of fermentation in C. sulphureus, T.
lucida and M. divaricatum (Tables 3 and 4). The other species did not respond
favorably to the inclusion of PEG (Table 3). Therefore, significant differences
(P<0.05) were observed at 24 and 96 hours of fermentation between treatments (-
PEG, + PEG) and among species (Table 4). In these two variables, only C.
bipinnatus and T. erecta generated a volume of GP greater than 100 and 125 ml,
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at 24 and 96 hours of fermentation, respectively, with regard to the other species
(Table 4). T. lucida was the only species that recuperated GP from 24 to 96 hours
of fermentation, with respect to the remaining species, since 40 ml was generated
and this is reflected in the dDM and dOM (Table 4).

In fermentation parameters, there was an increase in fraction a in C. bipinnatus, T.
lucida and M. diplotricha (Table 3). T. lucida presented a fermentation rate (ca) in
this fraction of 0.5, and in the other species the fermentation rates observed were
below 0.5 (Table 4). In fraction b, T. lucida, T. erecta and C. sulphureus presented
greater availability of structural carbohydrates, and the last two species had a cb of
0.07, while the rest of the species had a cb below this value (Table 4). In most of
the species, the lag time fluctuated; it diminished in C. sulphureus and M.
divaricatum, and it increased in C. bipinnatus, M. diplotricha and T. lucida (Table
3). No differences (P>0.05) were observed in any of the fermentation parameters
between treatments or among species (Table 4).

The dDM and dOM improved in the C. bipinnatus, T. lucida and T. erecta species,
while no improvement was observed in the other species. The dNDF improved in
all the species, especially in C. sulphureus, C. bipinnatus, T. lucida and M.
divaricatum (Table 3). Consequently, there were significant differences (P<0.05)
among species, but not between treatments (Table 4). There was an increase in
the ME contributed in all the species, and T. lucida was the species that
contributed the most ME (Table 3). Therefore, the ME contribution was significant

(P<0.05) both between treatments and among species (Table 4).
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3.3. Experiment 2

Effect on ruminal fermentation from three levels of inclusion of tannin extract in a
base diet for dairy cattle

When three inclusion levels of tannin extract were added, a positive effect was
observed through the increase in the availability of fraction a at a high level (T.
lucida, M. divaricatum), a medium level (T. erecta) and a low level (M. diplotricha).
At the three inclusion levels, the fermentation rate of this fraction (ca) increased in
most of the species, with the exception of T. lucida, in which case the ca
diminished (Table 5). Even so, no differences (P>0.05) were observed in these two
parameters among the three inclusion levels or among species (Table 6). No
increases in GP were observed in the three levels of inclusion in fraction b.
However, in C. sulphureus, T. lucida, M. divaricatum (Tables 5 and 6) and T.
erecta (Table 5), greater availability was observed in this fraction. GP in this
fraction (b) in M. diplotricha was different (P<0.05) with respect to the other
species, since GP diminished (Table 6) and so did dNDF (Tables 5 and 6). In most
of the species, the lag time diminished with respect to the base diet (Table 5).
Differences (P>0.005) were not observed among the inclusion levels or among
species (Table 6). At a low level of inclusion for C. sulphureus, C. bipinnatus and T.
lucida, the dDM, dOM, dNDF and ME improved, and this was also true for the high
level when T. erecta was included (Table 5). Even so, these digestibilities and the
ME were not different (P>0.05) at the three inclusion levels, or among species

(P>0.05) (Table 6). At the low level of inclusion, all the variables evaluated
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improved with respect to the base diet, however no improvement was noted when
medium and high levels of the extract were included (Table 6).

The effect of secondary metabolites on fermentation kinetics parameters and
digestibilities can be observed in Table 7. There was a positive effect on fraction a
and on the dDM when TPs, NPTs, TTs, CTs and FBCTs were found in the extracts
evaluated, and only in the fermentation rate of fraction a (ca) when FBCTs were

present.
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4. Discussion

Variations in the CT concentration for each species, according to Lanyasunya et al.
(2008), are due to the plant’s degree of maturity, as well as environmental factors
in a species’ location (Lépez et al., 2006). In addition, Clausen et al. (1990)
mentions that the CTs of different species have different physical and chemical
properties that determine variations in terms of possible effects on ruminants.

In the experiment in which PEG was used, the inhibitory effect of CTs on ruminal
fermentation was observed. Various studies reach the same conclusion that when
this blocker is added to species with high tannin concentrations, GP increases, and
dOM and ME improve significantly (Getachew et al., 2001; Kamalak et al., 2005;
Makkar et al., 1995). There are species that have a limited amount of tannins, and
also have a significant effect on ruminal fermentation. In this case T. lucida was the
species that best responded to the inclusion of PEG, with improvement in dDM,
dOM, dNDF, ME contribution and also the availability of fractions a and b, and their
respective fermentation rates (cb and ca). This is due to the type of plant, its
chemical composition (Benchaar et al., 2008) and the pH of the ruminal liquid
(Patra and Saxena, 2009). Although it is a species of low nutritional quality, its low
CT content works in its favor (Givens et al., 2000). The increase in the availability
of ME in all the species, particularly in C. bipinnatus and T. erecta, coincides with
the results reported by Kamalak et al. (2005), who state that using a tannin blocker
will make the nutrients in the diet more available for microorganisms. The addition
of PEG demonstrated an increase in all fermentation kinetics parameters.
According to Makkar (2003a), the addition of PEG diminishes microbial inhibition
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and reduces antinutritive effects (Khazaal et al., 1996), mitigating the adverse
effects of secondary compounds on ruminal fermentation, and increasing the
availability and degradability of nutrients. Makkar (2003a) also comments that the
different PEGs (2000, 3000, 4000, 6000 and 35,000) act under certain conditions,
and that CTs have inhibitory effects on cellulose digestion. This is not only due to
the inactivation of extracellular enzymes, but also may be due to interference in the
adhesion of bacteria on cellulose (Ferme et al., 2004). It has been demonstrated in
some studies that adding tannins to forage does not modify ruminal fermentation,
dDM, dOM or NDF. These variations may be caused by different types of tannins
(hydrolyzable, condensed) and by their origin (Cieslak et al., 2012).

In the second experiment the availability of fraction b was improved at the three
levels of inclusion. This was due to the amount of FBCTs in these species. When
the FBCTs are low, there is no inhibition in the availability of this fraction in the
rumen. However, Ramirez et al. (2002) states that fiber-bound tannins can resist
their degradation by ruminal microorganisms, and furthermore free tannins may
inactivate some microorganisms and their enzymes, thereby inhibiting fermentation
in the rumen. At the low inclusion level, improvement was observed in the values in
a, b and cb. This was due to the minimum amount of CTs at this inclusion level,
since if ruminants eat plants with high CT levels, the utilization of nutrients
diminishes (Hoste et al., 2006), the population and activity of ruminal
microorganisms decreases (Priolo et al., 2000), the number of protozoa diminishes
(Animut et al., 2008; Cieslak et al., 2012) and cellulolytic and proteolytic bacteria
increase (McSweeney et al., 2001). Makkar (2003a) agrees, stating that tannins
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inactivate some digestive enzymes, and in some cases, diminish the
microorganism population in the rumen. All of this occurs when there are excessive
amounts of CTs, thus confirming a positive or negative effect of tannins on
fermentation kinetics parameters. Patra and Saxena (2011), for their part, state
that the effects of tannins are variable. In the current experiment, the three
inclusion levels were different for each species, and consequently, the effects of
certain secondary compounds are determined by the amounts of condensed
tannins added to the diet and the type of forage in the diet (Salem et al., 2012). No
benefits were observed at any inclusion level in the dDM, dOM, dNDF and ME,
with respect to the base diet. Dawson et al. (1999) comment that tannins may
cause a decrease in plant digestibility as well as inadequate functioning of the
rumen. In addition high levels of condensed tannins reduce plant digestibility
(Ramirez et al., 2002), and in this case of the base diet, when the extract is added.
According to Patra and Saxena (2011), the effects of tannins on bacteria, fungi,
rumen protozoa and methanogens are variable and depend particularly on the type
of tannin, its origin and supplementation level. In addition, Patra and Saxena
(2009) state that methanol is produced naturally in the rumen and in minimal
amounts, and it does not have antimicrobial properties. Tannins act as
antimicrobial agents (Cieslak et al., 2012; Garcia et al., 2008; Makkar, 2003a;
Pinto-Ruiz et al., 2009; Salem et al., 2012). It is important to mention that low
values in ruminal digestibility, according to Jackson et al. (1996), may be
associated with the plant’'s age and the presence of lignified material. In general
the discrepancies in the values reported for the three inclusion levels in all the
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variables evaluated in this experiment may be a result of the type of tannin and its

origin, according to Cieslak et al. (2012).
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5. Conclusion

The addition of PEG to tanniferous species demonstrated the negative effect of
condensed tannins on ruminal fermentation. High and medium levels of inclusion
negatively affected fermentation kinetics parameters and dNDF, dDM and dOM.
The low level of inclusion moderately benefited these variables evaluated, and

therefore tannins in low concentrations suggest beneficial effects for ruminants.
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TABLES

Table 1. Concentration of secondary metabolites, by tanniferous species.

TPs NPTs TTs CTs FBCTs
g/ kg DM
C. sulphureus 142.2 4.4 137.9 111.4 10.9
C. bipinnatus 36.7 1.3 35.5 12.6 3.6
T. lucida 68.1 2.3 65.8 0.6 1.1
T. erecta 89.4 2.2 87.2 2.5 1.8
M. diplotricha 19.7 1.9 17.8 5.2 7.8
M. divaricatum 39 2.1 36.9 1.2 0.6

TPs: total phenols, NPTs: non-phenolic tannins, TTs: total tannins, CTs: condensed tannins, FBCTSs: fiber-

bound condensed tannins.
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Table 2. Chemical composition of the six tanniferous species and the base diet.

CP NDFom ADFom EE Ashes
g/kg MS

Base diet 106.13 444.69 195.24 13.28 68.80
C. sulphureus 137.51 335.39 266.74 12.09 88.80
C. bipinnatus 137.36 455.26 317.25 24.38 87.80
T. lucida 85.06 426.59 296.40 15.17 72.65
T. erecta 117.76 244.63 174.32 10.52 100.81
M. diplotricha 167.68 513.37 346.80 20.83 63.77
M. divaricatum 111.83 397.25 293.28 32.81 107.08

CP: crude protein; NDFom: neutral detergent fiber; ADFom: acid detergent fiber; EE: etereo extract; Ashes.
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Table 3: Effect of PEG on in vitro ruminal fermentation kinetics, by tanniferous species.

In vitro gas In vitro digestibilities of
Tanniferous Fermentation parameters (ml  production (ml/g substrates (g/kg DM) and ME
species PEG gas/g DM) DM) (MJ /kg DM)
GP 24 GP96
a ca b c¢b Lag h h dDM dOM dNDF ME
C. sulphureus - 38.7 0.07 68 0.06 6.8 78 107.6 372.8 3035 350.8 7.3

+ 318 0.17 94 0.08 34 105 129 443.9 372 621.7 8.6

C. bipinnatus - 545 0.18 846 0.05 24 109 140.6 455.6 382 389 9.1
+ 79 015 65 0.03 34 110.7 1429 470.8 397 468 9.2

T. lucida - 9.2 094 118 0.02 21 63.7 117.7 567.9 4995 2568 6.4
+ 70 0.08 54 0.05 34 96.7 123.9 614 568.5 3198 7.9

T. erecta - 46 0.17 94 0.07 26 117 144.7 725.8 602 562.7 9.1
+ 49 0.17 945 0.07 26 120.5 148 751 6355 5979 93

M. diplotricha - 23 038 85 0.05 23 84.4 109 522 492 349.8 8
+ 68 0.13 49 0.03 3.3 90.7 116 527 487 356 8.3

616 0.21 23 0.01 29 65.5 77.4 495.7 4146 247.9 7
+ 45 0.28 45 0.08 1 82.2 92.9 490.8 420 355 7.7

M. divaricatum

a: Fermentation rate at 4 hours of fermentation; ca: Fermentation rate in fraction a; b: potential gas production; cb: Fermentation rate in fraction b;
lag: Phase prior to initiating the fermentation of NDF; GP: gas production; dDM: digestibility of dry matter; dOM: digestibility of organic matter,
dNDF: digestibility of neutral detergent fiber; ME: metabolizable energy.
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Table 4: Effect of PEG, by treatment and species, on in vitro ruminal fermentation kinetics.

In vitro gas
Tanniferous Fermentation parameters production (ml/g  In vitro digestibilities of substrates
species (mlgas/g DM) DM) (g/kg DM) and ME (MJ /kg DM)
GP 24 GP 96
a ca b cb Lag h h dDM dOM dNDF ME

Treatment

PEG (-) 39 03 789 004 32 86.34* 116° 535 460 3595 7.8
PEG (+) 57 0.16 67 0056 2.8 100.92° 1255° 537.8 468.7 453 85"
P 0.199 0.326 0.447 0.387 0.675 0.042 0.030 0.879 0.675 0.058 0.040
SEM 12.4 0.14 143 0.01 0.77 5.3 3.1 16.4 187 38 025

Tanniferous

species

C.sulphureus 35.3 0.12 81.2 0.07 5.1 91.3% 118.4% 408.3% 337.9% 486.2°" 7.9%*
C.bipinnatus 66.8 0.16 75 0.04 29 109.4* 141.7°° 463.2* 389.7% 428.6°" 9.1°

T. lucida 39.8 051 86.1 0.03 27 80.2% 120.8% 5917 534Pd 2gg3? 7.1
T. erecta 47.7 0.17 944 0.07 2.6 119p™ 146.4° 738.4° 618.7°Y 580.3°¢ 9.2°
M. diplotricha 45.7 0.25 67.1 0.04 28  87.6° 112.7% 524.8% 489.5% 3529% g.1%°
M. divaricatum 53.4 0.24 34.1 0.04 2 73.82 85.19  493.3% 417.5%" 302¢ 7.3%®
P 0.748 0.710 0.340 0.572 0.401 0.026 0.001  0.001 0.002 0.037 0.019
SEM 88 0.1 10.1 0.009 0.6 3.7 2.2 11.6 13 27 0.2

a: Fermentation rate at 4 hours of fermentation; ca: Fermentation rate in fraction a; b: potential gas production; cb: Fermentation rate in
fraction b; lag: Phase prior to initiating fermentation of the NDF; GP: gas production; dDM: digestibility of dry matter; dOM: digestibility of
organic matter; dNDF: digestibility of neutral detergent fiber; ME: metabolizable energy; abcdef: differences in the letters in the columns
indicate significant differences (P <0.05). SEM: Standard error of the mean.
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Table 5: Effect from three inclusion levels of tannin extract (ml /g DMS) added to a

base diet, on the parameters of in vitro ruminal fermentation kinetics.

Digestibility of substrates

Inclusion Fermentation parameters (ml (9/kg DM) and ME (MJ /kg

Species level gas/g DM) DM)
a ca b «c¢b Lag dDM dOM dNDF ME
Base diet 285 0.2 3817 0.04 7.8 735.7 6825 661.8 10.7
C. sulphureus High 19.2 0.08 440.8 0.01 55 676.7 631.6 436.1 9.9
Medium 17 0.16 544.3 0.01 8.3 697.2 6555 486 10.3
Low 9.1 05 5485 0.02 7.7 7413 6929 556.7 10.9
C. bipinnatus  High 3.2 04 2854 0.04 47 4324 4069 398 64
Medium 26 0.1 2748 0.04 57 626.9 594.4 4439 9.3
Low 164 0.2 5851 0.02 6.6 692.3 684.9 622.1 10.8
T. lucida High 43.7 0.1 526.2 0.02 6.4 716.3 670.3 608.9 10.5
Medium 0.5 0 5741 0.02 57 7316 686.6 628.1 10.8
Low 0.3 0O 7519 0.02 54 742.1 6915 664.9 10.9
T. erecta High 156 0.3 567.6 0.02 6.8 737.3 689.8 378.3 10.8
Medium 96.5 0.04 5155 0.02 7.8 705 655.9 345.8 10.3
Low 42 0.1 409.2 0.05 9.8 713.2 660.7 367.9 104
M. diplotricha  High 43 01 85 001 10 4119 3947 6.3 6.2
Medium 26.7 0.05 150 0.03 59 697.1 6474 389 10.2
Low 220.8 0.02 136.7 0.11 10.1 657.1 598.6 65.1 94
M. divaricatum High 43.2 0.1 4776 0.02 5 695.2 653.3 541.5 10.3
Medium 24.2 0.3 590.6 0.02 5.8 701.3 652.7 588.8 10.3
Low 3.5 0 6315 0.02 533 711.7 667.2 585.8 10.5

a: Fermentation rate at 4 hours of fermentation; ca: Fermentation rate in fraction a; b: potential gas production; cb:
Fermentation rate in fraction b; lag: Phase prior to initiating fermentation of the NDF; dDM: digestibility of dry matter;
dOM: digestibility of organic matter; dNDF: digestibility of neutral detergent fiber; ME: metabolizable energy.
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Table 6: Effect on the parameters of in vitro ruminal fermentation kinetics from

three inclusion levels of tannin extract (ml /g DM) added to a base diet.

Fermentation parameters (ml

In vitro digestibility of
substrates (g/kg DM) and

Inclusion level gas/g DM) ME (MJ /kg DM)

a ca b cb lag dDM dOM dNDF ME
High 216 0.2 397 002 6.4 6116 574 335 9.01
Medium 31.8 0.1 4416 0.02 6.5 693 648.8 422 10.2
Low 487 0.1 511 004 75 709.6 666 477 10.5
P 0.711 0.663 0.155 0.306 0.373 0.093 0.108 0.143 0.108
SEM 326 0.08 538 0.01 0.8 426 41.1 656 0.6
Tann_iferous
species
C.sulphureus 15.1 0.23 511.2% 0.01 7.2 705 660 493* 10.4
C. bipinnatus  15.2 0.24 381.8% 0.03 5.7 583.8 562 368.6° 8.8
T. lucida 14.8 0.03 617.4° 0.02 5.8 730 682.8 634* 10.7
T. erecta 51.4 0.15 497.4* 0.03 8.1 7185 668.8 364° 10.5
M. diplotricha  83.9 0.06 124.1° 0.05 8.7 588.7 546.9 36.8° 8.6
M. divaricatum 23.6 0.15 566.5* 0.02 5.4 7027 657.8 572.1* 10.3
P 0.605 0.493 0.001 0.465 0.061 0.106 0.153 0.001 0.153
SEM 23.1 0.06 38 0.009 056 30.11 291 464 05

a: Fermentation rate at 4 hours of fermentation; ca: Fermentation rate in fraction a; b: potential gas
production; cb: Fermentation rate in fraction b; lag: Phase prior to initiating fermentation of the NDF; dDM:
digestibility of dry matter; dOM: digestibility of organic matter; dNDF: digestibility of neutral detergent fiber;
ME: metabolizable energy; ab: differences in the letters in each column indicate significant differences (P
<0.05). SEM: Standard error of the mean.
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Table 7: Correlations between the ruminal fermentation parameters at the three

inclusion levels, digestibilities, ME and secondary metabolites.

a ca b cb Lag dDM dOM dNDF ME TPs NPTs TTs CTs
ca 0.75
-0.34
b 0.76 0.37
-0.33 1
cb 059 062 0.3
0.58 0.53 -1.19
Lag 0.75 0.72 0.19 0.05
0.34 -0.39 155 2.76
dDM 0.85 0.85 0.84 0.26 0.57
-0.21 0.2 -0.21 1.3 -0.62
dOM 0.72 0.44 0.04 0.14 0.06 0.89
-0.39 0.85 -3.01 -1.81 264 0.14
Dndf 0.77 0.77 026 0.18 0.03 091 0.11
-0.32 0.31 -1.31 -1.63 3.45 -0.11 -2.08
ME 0.71 0.44 0.04 0.15 0.06 0.92 0 0.1
0.39 -0.86 3.04 177 -2.62 -0.11 128.2 21
TPs 0.86 0.53 0.11 0.08 0.01 0.85 0.03 0.01 0.03
-0.18 0.69 -2.06 -2.36 4.66 0.2 -3.34 -439 3.34
NPTs 0.86 053 0.11 0.08 0.01 0.86 0.03 0.01 0.03 0
0.19 -0.7 206 232 -46 -0.18 3.32 4.43 -3.33 214
TTs 0.86 053 0.11 0.08 0.01 0.85 0.03 0.01 0.03 0 0
0.18 -0.69 2.06 2.36 -4.66 -0.2 3.34 4.39 -3.34 15071 -214
CTs 0.87 0.46 0.10 0.10 0.02 0.94 0.03 0.02 0.03 0 0 0
-0.17 0.83 -2.14 -2.09 3.63 0.08 -3.37 -3.73 3.38 -16.3 16.91 16.32
FBCTs 0.70 0.82 043 054 020 0.75 048 0.1 047 0.29 0.29 0.29 0.38
-0.41 -0.25 -0.87 -0.66 152 -0.34 -0.78 -2.14 0.79 -1.2 121 1.2 -0.98

a: Fermentation rate at 4 hours of fermentation (ml gas/g DM); ca: Fermentation rate in fraction a; b: potential gas production (ml
gas/ g DM); cb: Fermentation rate in fraction b; lag: Phase prior to initiating fermentation of the NDF; dDM: digestibility of dry matter
(g/kg DM); dOM: digestibility of organic matter (g/kg DM); dNDF: digestibility of neutral detergent fiber (g/kg DM); ME: metabolizable
energy (MJ/kg DM); TPs: total phenols; NPTs: non-phenolic tannins; TTs: total tannins; CTs: condensed tannins; FBCTSs: fiber-
bound condensed tannins.
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IX. CONCLUSION GENERAL

Se comprobo el efecto negativo de los taninos sobre la fermentacién ruminal al
adicionar PEG al incrementar la produccion de gas de las especies taniferas. En
los tres niveles de inclusion de extracto a la dieta base; el nivel alto y medio
afectan los parametros de la cinética de fermentacion y las digestibilidades. El
nivel de inclusién bajo beneficio moderadamente estos parametros evaluados, por
lo que a bajas concentraciones los taninos sugieren efectos benéficos en los

rumiantes.
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Xl. ANEXOS

Efecto del Polietilen glicol (PEG) sobre la fermentacion ruminal

Cuadro 1. Incremento en la produccion de gas a las 24 y 96 h por tratamiento por

especie
PG 24hrs PG96 hrs
Especie Tratamiento (ml/g MS)  (ml/g MS)
C. sulphureus - 77.95 107.55
+ 104.7 129.22
C. bipinnatus - 109.03 140.55
+ 110.7 142.88
T. lucida - 63.71 117.72
+ 96.71 123.89
T. erecta - 117.44 144.7
+ 120.52 148.03
M. diplotricha - 84.44 109.2
+ 90.69 116.2
M. divaricatum - 65.46 77.39
+ 82.21 92.89

Efecto en la fermentacién ruminal de tres niveles de inclusion de extracto de

taninos en una dieta base para ganado lechero.
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Figura 1. Comportamiento de la fraccién a (ml

inclusion

gas/g MS) en los tres niveles de

250 +

200 -

150 -

100 -

50 -

Alto

= Medio

Bajo
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EFECTO DEL PEG EN LA FERMENTACION RUMINAL IN VITRO CON ESPECIES
ALTAS EN TANINOS
(Nutriciébn de Rumiantes)

Matias GB*, Castelan OOA, Gonzalez RM, Estrada FJG.
maty_era@hotmail.com

Introduccién. Las arvenses son las plantas que se establecen entre los cultivos, crecen
en forma espontanea en areas agricolas, y generalmente no causan dafio. Estas son
utilizadas para alimentar al ganado bovino y ovino principalmente, en combinacién con
pastoreo de besanas u ofrecidas directamente en los comederos. Algunas arvenses
presentan compuestos secundarios, que cumplen funciones no esenciales en ellas, por
ejemplo, intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente.
Algunos compuestos secundarios son los taninos, los cuales han sido estudiados en
leguminosas y arvenses, se dice que los taninos sobreprotegen la proteina de la dieta
contra la fermentacién en rumen, ademas de tener efectos negativos sobre enzimas y
microorganismos de este. Un estudio revela que adicionando Polyetilenglicol (PEG) (un
inhibidor de los taninos) aumenta el consumo y la digestibilidad de plantas ricas en
taninos; sin embargo, poco se sabe sobre esto por lo que es importante investigar la
accion de los taninos condensados sobre la fermentacion ruminal en las arvenses
consumidas por el ganado bovino.

Material y métodos. Se utilizaron dos especies taniferas de la zona templada (Valle de
Toluca), (C. bippinatus y T. lucida) y 4 especies de la zona semi-tropical (Tejupilco), (C.
sulphureus, T. erecta, M. diplotricha y M. divaricatum) del Estado de México. El contenido
de taninos se determind por el método Folin-Cicalteoui (Makkar, 2003), ademas se les
determind el contenido de proteina cruda (PC), fibra detergente neutro (FDN), fibra
detergente acido (FDA), (Van Soest, 1991) y cenizas. Se evalué el efecto del
polyetilenglicol (PEG-6000) sobre la fermentacion ruminal in vitro (Menke y Steingass,
1988) con especies altas en taninos.

Disefio experimental. Para evaluar el efecto del polyetilenglicol (PEG) sobre la
fermentacién ruminal, se aplicdé un disefio experimental de Bloques al azar, donde los
tratamientos fueron la adicion de PEG y sin PEG. Los bloques, fueron las 6 especies, con
tres repeticiones. Cuando se encontraron diferencias significativas (P<0.05) se aplicé una
comparacion de medias de Tukey. Y las variables a evaluar fueron: producciéon de gas,
digestibilidad de la fibra detergente neutro (dFDN), energia metabolizable (EM), vy
pardmetros de la cinética de fermentacion. Es importante resaltar que para el calculo de la
energia metabolizable se realiz6 un ajuste en la produccién de gas a las 24 horas, ya que
la féormula para obtener la EM esta disefiada para 200 mg de muestra, y en este
experimento se utilizaron 500 mg de muestra.

Se utilizo el siguiente modelo estadistico: Yj= p + ti + fj + g,

Donde: Y; = Respuesta en la unidad experimental con el tratamiento, n = Media general, i
= Efecto del tratamiento (i=1,2), B; = Efecto del bloque (j=1, ...6) y ; = Error residual
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Los resultados se analizaron por medio de un andlisis de varianza, utilizando el paquete
estadistico de Minitab V14 (2000). Cuando se observaron diferencias significativas
(P<0.05) se aplico la prueba de Tukey. Se utilizaron tres repeticiones por cada
tratamiento.

Resultados y discusién. La cantidad de taninos condensados para cada especie fueron:
C. sulphureus 13.7%, C. bippinatus 3.9%, T. lucida 7.7%, T. erecta 11.4%, M. diplotricha
1.7% y M. divaricatum 3.7%. Claramente se denota que las especies con mayor cantidad
de taninos con C. sulphureus, T erecta y T. lucida.

El cuadro 1 muestra el porcentaje de fibras contenidas en las especies, la fibra detergente
neutro presenta valores altos en algunas especies, asi mismo la fibra detergente acido. M.
diplotricha presenta un mayor nivel proteico, mientras T.lucida el menor.

Cuadro 1. Composicion quimica (%) por especie

ESPECIES FND FAD PC Cenizas
C. sulphureus 33.54 26.67 13.75 8.88
C. bippinatus 45,53 31.73 13.74 8.78
T. lucida 42.66 29.64 8.51 7.26
T. erecta 24.46 17.43 11.78 10.08
M. diplotricha 47.86 34.68 16.77 6.38
M. divaricatum 42.58 29.33 11.13 6.38

FDN: fibra detergente neutro, FDA: fibra detergente acido, PC: proteina cruda
En el siguiente cuadro se puede observar el incremento de la produccion de gas a las 24

y 96 horas, ademas de que al adicionar PEG hay una mejor digestibilidad y aporte de
energia metabolizable, ya que a una mayor fermentacién hay mayor liberacion de EM.
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Cuadro 2. Efecto del PEG sobre la produccion de gas, digestibilidad y energia metabolizable

PG 24hrs PG 96hrs dFEND EM
Tratamiento
Con PEG 100.92b 125.5b 59.85a 7.62
Sin PEG 86.34a 116.2a 53.4a 6.93
EEM 5.3 3.11 2.6 0.25
p< 005 *% ** NS *%*
Especies
C. sulphureus 91.33a 118.4a 65.27ae 7.1528
C. bippinatus 109.87a 141.7be 59.03ab 8.082
T. lucida 80.21a 120.8ab 44.8b 6.59b
T. erecta 118.98a 146.4ce 77.54ac 8.56¢
M. diplotricha 87.57a 112.7a 41.22db 6.972
M. divaricatum 73.84ab 85.1d 51.92eb 6.302
EEM 3.7 2.2 1.8 0.18
p<005 *% ** ** **

bedef . . o . o
&% Diferentes literales en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

PG: produccién de gas (ml), dFND: digestibilidad de la fibra detergente neutro (%), EM: energia metabolizable (MJ/kg
MS), EEM: error estandar de la media.

NS: no hay diferencias significativas, **(p<0.05) existen diferencias significativas

Conclusiones. Se encontré un efecto del PEG sobre la fermentacién ruminal, en las
especies altas en taninos.

Implicaciones. El presente estudio pretende contribuir un poco a las investigaciones
realizadas en esta area, pues aun no queda clara la acciéon de los taninos sobre la
fermentacién ruminal, y de esta manera buscar alternativas de alimentacién de calidad al
ganado.

Referencias. Makkar HPS. Quantification of Tannins in Tree and Shrub Foliage. 2003. 1-
42; Menke KH et al. 1988. Animal Research and Development 28:7-55; Minitab Version
14. 2000. Statistical software. USA. Van Soest PJ et al. 1991. Journal of Dairy Science
74:3583-3597.
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(6) Efecto en la fermentacion ruminal in vitro de dietas utilizadas para
ganado lechero, adicionadas con especies altas en taninos.
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Ronquillo.? Julieta G. Estrada Flores.! ' ICAR-UAEM. ’FMVZ-UAEM.

Las arvenses son las plantas que se establecen entre los cultivos, estas son utilizadas para
alimentar al ganado bovino y ovino principalmente. Estas plantas presentan compuestos
secundarios como los taninos que cumplen funciones no esenciales en ellas. Los taninos han sido
ampliamente estudiados y se dice que estos sobreprotegen la proteina de la dieta contra la
fermentacion en el rumen, ademas de tener efectos negativos sobre enzimas y microorganismos
de este. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de tres niveles de inclusion de extracto de
taninos en una dieta base sobre la fermentacion ruminal. Material y métodos. Se utilizo el extracto
de taninos de seis especies taniferas: C. sulphureus C. bippinatus, T. lucida T. erecta, M.
diplotricha y M. divaricatum. El contenido de taninos se determin6 por el método Folin-Cicalteu
(Makkar, 2003) y el método de extraccién fue por maceracién (Sabas, 2010). Se evalud el efecto
de tres niveles de inclusion (alto, medio y bajo) de extracto de taninos en una dieta base sobre la
fermentacion ruminal in vitro (Theodorou, 1990). Disefio experimental. Se aplicé un disefio
experimental de bloques al azar, donde los tratamientos fueron los tres niveles de inclusion, con
tres repeticiones y los bloques fueron las seis especies, con tres repeticiones. Las variables a
evaluar fueron los parametros de la cinética de fermentacion, la digestibilidad de la materia seca
(dMS), digestibilidad de la materia organica (dMO), digestibilidad de la fibra detergente neutro
(dFDN) y energia metabolizable (EM). La cinética de produccion de gas se estimé por el modelo
matematico propuesto por Jessop y Herrero (1996). Se utilizo el siguiente modelo estadistico: Yj =
p + ti + B + g;; Donde: Y; = Respuesta en la unidad experimental con el tratamiento, p = Media
general, ti = Efecto del tratamiento (i=1,3), B = Efecto del bloque (j=1, ...6) y &; = error residual.
Los resultados se analizaron por medio de un andlisis de varianza, utilizando el paquete estadistico
de Minitab V14 (2000). Cuando se observaron diferencias significativas (P<0.05) se aplicé la
prueba de Tukey. Resultados. La cinética de fermentacion no mostré diferencias entre los niveles
de inclusién ni entre las especies, Unicamente se observaron diferencias entre las especies de la
fracciéon b. La dMS, dMO, dFDN y EM tampoco mostraron diferencias entre los niveles de inclusion
ni entre las especies; sin embargo, el nivel de inclusion donde se observé un limitado beneficio en
la cinética de fermentacion y en las digestibilidades fue el nivel de inclusion bajo. La EM se
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mantuvo en todos los niveles de inclusidn respecto a los valores originales de la dieta base.
Conclusiones. El nivel bajo de inclusion fue donde se observd un beneficio limitado en la cinética

de fermentacion, pero no en las digestibilidades ni en el aporte de energia metabolizable.
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