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RESUMEN

El objetivo fue evaluar in vitro, la actividad de taninos condensados (TC) de forrajes
tropicales, precipitando proteinas, modificando la digestibilidad ruminal de materia
seca y su efecto sobre huevos y larvas L-Ill de Haemonchus contortus. El resuitado
de un estudio descriptivo en 20 forrajes, determind contenido variado de TC. EIl
contenido total de taninos condensados, determinado con butanol-HCI, resulto de
12.2 a 278.1 g K'. En general las leguminosas presentaron los valores mas altos y
las gramineas los mas bajos. La actividad biologica de los TC de Arachis pintoi,
Gliricidia sepium, Guazuma ulmidifolia, Leucaena leucocephala y Manihot esculenta,
mediada como proteina precipitada, por difusion radial, tuvo efecto sobre la
precipitacion de albumina sérica bovina (ASB), papaina, pepsina y tripsina a los pHs
5.0y 6.8. Los valores de precipitacion variaron de cero a 82.9 ng. La digestibilidad de
la materia seca de Medicago sativa y Brachiaria decumbens con TC de L.
leucocephala, disminuyo (75.5 a 68.7% y 77.4 a 62% respectivamente); los TC de
M. esculenta, disminuyeron la de B. decumbens (77.4 a 61.9%) y la de M. sativa se
vio incrementada de 75.7 a 87.1%. Los Taninos condensados de A. pintoi, G.
ulmidifolia, L.. leucocephala vy M. esculenta tuvieron alta eficacia contra larvas L-HI.
Con 4.5 y 45 ppm afectaron 50% o mas de las larvas. No se observo efecto ovicida.
Se concluye que los TC evaluados fueron bioldgicamente activos, in vitro,
precipitando proteinas, modificando la digestibilidad ruminal y resultaron eficaces
nematicidas sobre larvas L-ll de H. contortus.
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CAPITULO UNO

INTRODUCCION

En los tropicos, las leguminosas forrajeras y otras especies vegetales son el recurso
con mas potencial para aumentar la produccion animal; sin embargo, no han sido del
todo aprovechadas. Algunos forrajes contienen factores que pueden ser beneéficos
para animales rumiantes; de importancia puede ser la presencia de taninos
condensados; estos pueden influir en su valor nutritivo y en general en el de la dieta,
al modificar su digestibilidad. lLos taninos condensados son flavonoles muy
reactivos, que pueden unirse simultaneamente a mas de un sitio de 1a superficie de
las proteinas y otras macromoléculas, caracteristica dada por los grupos hidroxilo
sustituyentes localizados en los anillos aromaticos de sus unidades estructurales.
Esta caracteristica quimica ofrece a los rumiantes, la ventaja de poder evitar la
digestion de proteina en el rumen, generandose su sobrepaso al intestino y mayor
retencion de nitréogeno. También se ha encontrado que aigunos taninos pueden
matar parasitos gastrointestinales de animales y nematodos de vida libre.

La concentracion de taninos en las plantas es regulada por caracteristicas genéticas
y por efecto del medio en que se cultivan. En los ecosistemas tropicales las
condiciones ambientales, como la acidez de! suelo, pueden favorecer el incremento
de una amplia gama de estructuras moleculares de estos metabolitos y con ello de

actividad biologica.

OBJETIVO.

El objetivo de esta tesis fue demostrar que los taninos condensados purificados de
forrajes tropicales, precipitan proteinas, modifican la digestibilidad ruminal y tienen
efecto ovicida y nematicidas sobre huevos y larvas L-Ill de Hemonchus contortus, in
vitro.



CAPITULO DOS

REVISION DE LITERATURA

1. Iimportancia de los taninos. El valor de los forrajes no solo esta determinado por
su contenido de proteina o su composicidn bromatolégica, sino también por el
consumo que de ellos hace el animal, y que se ve influenciado por algunos
compuestos quimicos que las plantas sintetizan (Bernaye et al/., 1989; D'Mello, 1992;
Makkar, 1993), como los taninos condensados. Estos compuestos pueden influir en
el valor nutritivo de los alimentos al modificar su digestibilidad, reducir el consumo
voluntario y en el animal, fundamentalmente no rumiantes, pueden ocasionar efectos
sistémicos como alteraciones fisioldgicas, efectos toxicos e incremento en los
requerimientos de energia (Neucere et al.,, 1978; D’'Mello, 1992; Reed, 1995).

2. Caracteristicas quimicas de los taninos. El termino tanino, se usa para definir
compuestos fendlicos que poseen uno o mas grupos hidroxilo (OH) sustituyentes,
ligados al anillo aromatico. Los compuestos que poseen varios hidroxilo
sustituyentes son referidos como polifenoles. Una propiedad importante de los
fenoles es su acidez; esta caracteristica la adquieren al separarse el hidrégeno del
oxigeno del hidroxilo. Otra es que pueden formar iones fendxido cargado
negativamente (fig. 1). Los fendxidos son solubles en agua, esta caracteristica se
incrementa cuando en el medio se encuentran cationes metalicos como el sodio, u
organicos como el NH4. La propiedad de ionizacion de los fendxidos ofrece ciertas
caracteristicas: 1. Pueden delocalizar la carga negativa dentro del anillo formando
aniones hemiquinona, en estos, la carga se encuentra mas sobre el carbono que
sobre el oxigeno. 2. Cuando un ion fenoxido pierde un electron forma un radical que
puede ser delocalizado. Los radicales pueden por acoplamiento oxidativo formar
enlaces covalentes carbono-carbono o carbono-oxigeno. 3. También tienen la
capacidad de formar puentes de hidrogeno con otras moléculas, al interactuar el
hidrogeno acido fendlico y el centro basico (carga negativa) de otra molécula
{(Waterman and Mole, 1994).
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Figura 1. Formacion de fendxidos radicales y puentes de hidrégeno por
fenoles. Adaptado de Waterman and Mole (1994).
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3. Clasificacion de los taninos. Los taninos se clasifican como hidrolizables y
condensados. Los hidrolizables se caracterizan por tener un poliol, generalmente
con d-glucosa como nucleo. En estos, los grupos hidroxilo de la molécula del
carbohidrato, estan parcial o totalmente esterificado con fenoles (figura 2). Estos
taninos pueden ser oligomeros del fenol que los forma, unidos entre el meta hidroxilo
de un fenol y el grupo carboxilo de otro. Se pueden esterificar por cada molécula de
glucosa uno o varios fenoles (Fig 3). El termino hidrolizable se debe a la
susceptibilidad de estos a hidrolizarse por acidos, bases o estearasas (tanasas)
para rendir carbohidratos y acidos fenolicos (Mann, 1978; Muller-Harvey et al., 1988;
Field and Lettinga, 1992). Los taninos condensados, se distribuyen mas
ampliamente en la naturaleza que los hidrolizables. Los taninos condensados son
oligbmeros de unidades flavonoides unidas carbono-carbono (fig. 4). Estos no son
susceptibles a hidrolisis en condiciones normales, pero expuestos a temperatura
elevada en Acidos fuertes pueden ser degradados a antocianidinas como: Flavon-
3en-ol, cianidin, etc. (Haslam, 1977; Haslam, 1989; Waterman and Mole, 1994).

4. Biosintesis de taninos. En las plantas, la sintesis de taninos ocurre en el reticulo
endoplasmico. Se han propuesto dos rutas que tienen como intermediario comun al
acido shikimico. Una es la via del acido gallico, pasando por acido quinico como
precursor de los taninos hidrolizables y la otra es por la desaminacion de
fenilalanina para rendir acido cinamico. Por esta ruta se sintetizan los taninos
condensados y otros fenilpropanoides, como la lignina (fig. 5). Los taninos se
almacenan en una gran vacuola en la célula. La sintesis de los condensados ha sido
ampliamente especulada; se ha propuesto que ocurre a través de la ruta del
shikimato (fig. 5). En la sintesis, la fenilalanina es el precursor de p-coumaril que
reacciona con tres unidades de C. para producir calcon y flavanones, hasta rendir
flavon-3en-3-ol y flavon-3-ol que son grupos flavonoides con ausencia de oxigeno
en la posicion 4 del anillo heterociclico. El flavon-3en-3-ol es un intermediario clave
en la sintesis, su reduccion debe rendir el flavon 3-ol y la oxidacion el tanino
condensado. Se ha demostrado que el anillo A del flavon deriva del acetato y el
anillo B y los tres carbonos del anillo heterociclico provienen del cinamato (Haslam,
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1977; Mann, 1978; Waterman and Mole, 1994). Los taninos condensados son
oligomeros de unidades estructurales multiples, generalmente hidrosolubles, con un
peso molecular de 500 a 20,000; las moléculas de elevado peso molecular se
forman por procesos, oxidativos y no son hidrosolubles (Hagerman and Buttler,
1980; Waterman and Mole, 1994).

La concentracion de taninos en los forrajes y en las semillas es determinada por
caracteristicas genéticas de la especie. Aunado a lo anterior los metabolitos
derivados del acido shikimico, se producen eficientemente cuando los cultivos
crecen en condiciones de deficiencia de nutrientes y en suelos acidos. En adicion,
se ha relacionado la incidencia de luz solar sobre los cultivos, con la produccion de
aleloquimicos fendlicos. En los ecosistemas tropicales, es posible encontrar las
condiciones antes sefaladas, lo que con seguridad favorece el incremento de
metabolitos secundarios via el acido shikimico (Barry and Forss, 1983; Jakson and
Barry, 1996).

5. Mecanismo de accion de los taninos. La funcién de los taninos en la planta no
es clara, no se ha encontrado actividad metabdlica, se dice que poseen funciéon
redox y protegen a las plantas del ataque de insectos, microorganismos, y
herbivoros superiores (Haslam, 1977, Hagerman and Buttler, 1980; Haslam, 1989;
Waterman and Mole, 1994).

La presencia de taninos en el alimento puede jugar un papel significativo, su efecto
puede manifestarse desde una disminucion en el consumo, hasta alteraciones
nutricionales y metabdlicas, incluso ta muerte (Bernaye et al., 1989).
Concentraciones desde 0.6% en el alimento consumido por Nno rumiantes, pueden
generar efectos antinutricionales, que incluyen depresion del consumo, del
crecimiento, baja utilizacion de Ila proteina, danos al epitelio gastrointestinal,
alteracion en la excrecidon de cationes y balance negativo de la proteina (Trevino et
al., 1992; Ortiz et al., 1993). En rumiantes concentraciones en el forraje de hasta 60
g Kg', pueden mejorar la utilizacion de proteinas. Niveles superiores pueden
originar menor digestibilidad de la fibra, reducir el consumo voluntario y el
crecimiento (Barry and Forss, 1983; Barry and Manley, 1984; Barry et al., 1986;
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Mueller-Harvey et a/., 1988; Nunez-Hernandez et al., 1991). E! cbnsurno voluntario,
se ve afectado por la sensacién que causan los taninos en la boca, al precipitar las
proteinas de la saliva o al adherirse a las de la mucosa de la boca y lengua,
induciendo al animal a seleccionar su alimento (Haslam and Lilley, 1988; Nuiez-
Hernandez et al., 1991; Terrill et al., 1992; Reed, 1995).

Los taninos ligan proteinas formando complejos estables en un rango de pH de 3.5 a
7.0 y se pierde la estabilidad cuando se incrementa o disminuye. Esta caracteristica
ofrece la ventaja de poder evitar la degradabilidad de proteinas a nivel del rumen
(McLeod 1974; Jones and Mangan, 1977, Barry and Manley, 1984; Waterman and
Mole, 1994). Trabajos de investigacion (Barry and Manley, 1984; Barry et al., 1986;
Nufiez-Hernandez et al, 1991) demostraron gue la digestibilidad aparente del
nitrogeno antes del abomaso se reduce con el empleo de taninos; también
disminuye la concentracion de amonio en el rumen y el paso de aminoacidos de la
dieta, al intestino se incrementa. Por eso la presencia de taninos en el alimento de
rumiantes se asocia con una mayor retencion de nitrégeno. Estudios in vivo,
sugieren que forrajes con hasta 60 g Kg' de taninos condensados totales, pueden
generar esos efectos; concentraciones mas altas pueden deprimir la digestiblidad de
carbohidratos rapidamente fermentables, de hemicelulosa y el consumo voluntario
(Barry and Mariley, 1984; Barry et al, 1986). Diferentes mecanismos se han
propuesto para explicar como los taninos influyen en la utilizacion de proteinas y
carbohidratos. Cuando se ofrecen a rumiantes forrajes con taninos, generailmente
las bacterias del rumen penetran la barrera fisica a través de los estomas, lenticelas
y areas danadas, empezando por los tejidos rapidamente digestibles; este proceso
se incrementa gracias a que los hongos del rumen pueden penetrar directamente ia
cuticula. Se asume que el proceso de digestion por microorganismos es continuo,
por intermediacién de feruloil y coumaroil estearasas, para romper los dimeros
fenolicos de la lignina, impactando en la digestion del contenido y ia pared celular.
Durante este proceso, los taninos que Nno se asocian a la pared celular, rapidamente
se unen a las proteinas formando complejos enlazados a través de puentes de
hidrogeno (McAllister et al., 1994), reduciendo su digestiobn de proteinas vy
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carbohidratos. La menor digestibilidad puede deberse a la precipitacidon extracelular
de las enzimas microbianas. También se cree que pueden ligar proteinas a través de
la interferencia de los sitios reactivos (Jones et al/., 1973). Biytt et al. (1988),
encontraron que la fosfatasa alcalina y la 5-nucledtido fosfodiesterasa de la mucosa
intestinal de bovino, fueron inhibidas por taninos condensados de semillas de sorgo
y quebracho. Se ha reportado que la glucosidasa, tripsina, amilasa, lipasa y celulasa
son inhibidas, por acido tanico y taninos condensados. Otras enzimas que han sido
inhibidas son la Angiotensina convertina y a la Xantina oxidasa (Jones et al., 1973;
Jones and Mangan, 1977; Blytt et al., 1988; Petersen and Hill, 1991; Young Je Cho
et al., 1993). Se ha demostrado que en la interaccidon tanino-proteina intervienen
fuerzas hidrofobas y puentes de hidrogeno. La formacién de puentes de hidréogeno
es el mecanismo que mejor explica la reversibilidad del sustrato. Esta union
reversible protege a las proteinas de la degradacion bacteriana en el rumen,
generandose proteina de sobrepaso que se disocia en el duodeno, quedando
disponible en el intestino sin sufrir cambios (Jones and Mangan, 1977; Neucere et
al., 1978; Waghorn et al., 1987, Hagerman and Butler, 1980). Se ha argumentado
que la estructura molecular de los taninos y de la proteina son factor determinante
en la union con las proteinas. Esto se ha demostrado con trabajos en que los taninos
interactuaron monoionicamente con algunas cadenas de aminoacidos, efecto que no
se observa con otras (Neucere et al., 1978, Meek and Weiss, 1979). Una
caracteristica es que a mayor numero de grupos hidroxilo en la molécutla de taninos,
se genera mayor numero de enlaces de hidrogeno con las cadenas de proteina
(Neucere et al., 1978; Biytt et al.,, 1988). En la industria de la curtiduria de pieles se
ha demostrado que taninos de 2-10 unidades (500-3000 g mol™'), resultan mas
eficientes como agentes tanicos; esta caracteristica es debida a que las formas
oligoméricas tienen mayor capacidad para formar multiples enlaces. Ademas, el
tamarno de la molécula, les confiere capacidad bactericida. Las estructuras de
mediano peso molecular son mas eficientes bactericidas por que reaccionan con
mayor eficacia con las enzimas extra e intracelulares de las bacterias, que las

moléculas monoméricas o de elevado peso molecular (Field and Lettinga, 1992;
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McAllister et al., 1994). El mecanismo se explica por que las moléculas con peso
superior a 8000 g/moi, o los formados por procesos de polimeracion oxidativa
(humus), no pueden penetrar la membrana de la célula bacteriana como los de peso
intermedio (500-7700); en tanto que las moléculas monoméricas no tienen la
capacidad de formar multiples puentes de hidrogeno (Field and Lettinga, 1992).

6. Efecto antiparasitario. Otra caracteristica de los taninos es su actividad
antiparasitaria. Algunos fenoles son molusquicidas y pueden evitar la presencia de
Schistosomiasis al controlar al nematodo (Hussein, 1983; Marston and Hostettmann,
1985). Evidencia de efecto nematicida es el obtenido con taninos del fruto granada,
que controlaron experimentalmente a 7Taenia solium y al Ascaridia galli (Hukkeri et
al., 1993); ademas, practicamente se ha observado que los taninos pueden
controlar la parasitosis de bovinos infectados con Rabdities bovis (Odongo and
D’sousa, 1989). Lo anterior es probable, ya que los parasitos producen enzimas que
les permiten realizar acciones como: penetracion de los tejidos del huésped,
digestion extracelular, actividad anticoagulante, evasion de la respuesta inmune, etc.
con las que dafnan al huésped (Ozerol and Silverman, 1969; Rogers, 1982; Knox and
Jones, 1990).

Esas caracteristicas de los taninos condensados deben ser consideradas, por la
peculiaridad que pueden transmitir a los forrajes, como reguladores de la digestion y
el consumo de los alimentos, ademas de que ofrecen una alternativa en el control de

las parasitosis de los rumiantes.
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CAPITULO TRES

DETERMINACION DE TANINOS CONDENSADOS Y FENOLES TOTALES EN
PLANTAS FORRAJERAS DEL TROPICO HUMEDO

RESUMEN

Con el fin de conocer el contenido de taninos condensados (TC): taninos
condensados libres (TCL), taninos condensados adheridos a proteina (TCAP),
taninos condensados adheridos a fibra (TCAF), taninos condensados totales (TCT) y
fenoles totales (FT), se realizd un estudio descriptivo en 20 forrajes tropicales. Las
determinaciones, expresadas en g Kg' de materia seca, se realizaron con las
técnicas del Butanol-HCI y Azul de Prusia. Sobresalieron por su contenido de TCL:
D. ovalifé/ium (228.4), G. ulmidifolia (129.7) y L. leucocephala (129.5). La mayor
concentraciéon de TCAP fue para: G. sepium (61.0), F. macrophylia (23.3) v G.
ulmidifolia (21.1). Los valores mas altos de TCAF fueron en: G. u/midifolia (55.1), F.
macrophyl/a (46.7) y G. sepium (41.5). El contenido mas alto de FT correspondio a:
F. macrophylla seguido de L. leucocephala (89.6 y 83.6). Las gramineas tuvieron
mayor porcentaje de TCAF, pero en general la cantidad de TCT fue mas bajo que en
las leguminosas y otras especies forrajeras. En conclusidn, los resultados mostraron
amplia variacion de TC y FT en las especies forrajeras evaluadas.

1. INTRODUCCION

En los tropicos, las leguminosas y otras especies vegetales pueden ser un recurso
alimenticio importante para el ganado,; sin embargo, antes se deben realizar estudios
sobre su contenido y disponibilidad de nutrimentos, asi como de factores
antinutricionales que puedan limitar su consumo. De importancia en los forrajes, es
el contenido de taninos condensados, estos pueden influir en el consumo voluntario,
y en el valor nutritivo al modificar la digestibilidad ruminal (Hagerman and Butler,
1980; Reed, 1995). En las plantas la sintesis de taninos ocurre en el reticulo

endoplasmico y se almacenan en una gran vacuola central en la cétula (Giner-
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Chavez, 1996). Su concentracidn en los forrajes es determinada por las
caracteristicas'genéticas, y se sintetizan eficientemente cuando los cultivos crecen
en condiciones de deficiencia de nutrientes. En suelos acidos donde la conversidn
de amonio a,n‘itrato es muy baja, se reduce la incorporacidén de nitrogeno,
favoreciendo esto el incremento de taninos (Barry and Forss, 1983). La funcion de
los taninos en la planta no se asocia con ninguna actividad metabdlica; se ha
considerado su p.rincipal papél proteger a las plantas del ataque de insectos,
microorganismos, y herbivoros superiores. Un atributo importante es su capacidad
para unir:'se a proteinas y carbohidratos formando complejos (tanino-proteina o
tanino-carbohidratos) solubles e insolubles a través de puentes de hidrégeno y
enlaces hidrofobicos (Barry et al., 1986; Giner-Chavez, 1996). La capacidad para
formar esos complejos puede ser benéfica, ya que pueden generar en rumiantes, la
reduccion de la degradabilidad ruminal de la proteina, ocasionado el sobre paso de
esta y mayor ganancia de peso. No obstante, pueden reducir el consumo y
ocasionar alteraciones nutricionales y metabdlicas (Barry and Manley, 1984; Barry et
al, 1986). Hagerman and Butler (1980) y Giner-Chavez, (1996) mencionan que el
consumoi voluntario, se puede afectar cuando en la planta los taninos forman
complejos con proteinas (taninos condensados adheridos a proteina) y con
carbohidratos estructurales (taninos condensados adheridos a fibra), o por la
capacidad de estos para formar complejos con las proteinas de la saliva y de la

mucosa de la lengua y boca (astringencia).

2. OBJETIVO

El objetivo de éste estudio fue determinar y describir la cantidad de taninos
condensados libres o extractables (TCL), taninos condensados adheridos a proteina
(TCAP), taninos condensados adheridos a fibra (TCAF) y fenoles totales (FT), en 20
especies forrajeras del tropico. Ademas, de seleccionar algunas por su contenido de
TCL, para purificarlos y utilizarlos en los experimentos que se describen

posteriormente.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Forrajes. Se analizaron los siguientes forrajes: Desmodium ovalifolium, Flemigia
macrophyla, Guazuma ulmidifolia, Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Manihot
esculenta, Arachis pintoi, Erithrina fusca, Melina arborea, Diphysa robinioides,
Pueraria phaseoloides, Hibiscus rosa-sinensis, Brossimum alicastrum, Canavalia
ensiformis, Erithrina poepigiana, Crotolaria maypurensis, Hemartria altissima,
Brachiaria decumbens, Brachiaria humidicola, Cynodon dactylon. Los forrajes se
cosecharon casi en su totalidad en el tropico humedo del Estado de Tabasco, en
suelos previamente clasificados como vertizoles y fluvisoles éutricos por Palma y
Cisneros (1996). Los forrajes fueron seleccionados por su disponibilidad, o por su
potencial para ser cultivados. Fueron cosechados manualmente simulando el corte
que realizan los rumiantes cuando los consumen en el campo, inmediatamente,
fueron congelados con hielo seco y acetona y almacenadas a -18 C; posteriormente
se liofilizaron y fueron molidos con una criba de 1 mm, almacenados y protegidos de
la luz a -18 C, para su posterior analisis.

3.2. Extraccion y determinacion de taninos condensados. Se empled ia técnica
de Terrill et al. (1992) con modificaciones.

3.2.1. Extraccion de taninos condensados libres (TCL). Por triplicado, 500 mg de
muestra del forraje molido fueron pesados en tubos de centrifuga de 50 ml con tapa
de rosca, y extraidos tres veces con una mezcla de 20 ml de una solucion de acido
ascorbico al 0.1% en acetona-agua 7:3 v/v (AA). Los tubos fueron agitados en un
agitador Vortex y centrifugados a 18,000 x g por 15 min. Los sobrenadantes se
combinaron en un embudo de separacion de 100 mi y se extrajeron con 30 ml de
éter dietilico. Se formaron dos fases, recuperandose la inferior o acuosa. A la fase
acuosa se aplico succion a 25 °C para eliminar los residuos de disolventes;
posteriormente, nuevamente fue centrifugada a 18000 x g 15 min, para remover los
compuestos no taninos. El sobrenadante se diluyd a 50 ml con agua destilada para

evaluar el contenido de taninos.
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3.2.2. Extraccion de taninos condensados adheridos a proteina (TCAP). Para
obtener los TCAP se adicionaron a los residuos sodlidos de la primera extraccion, 15
ml de una solucién de 10 g litro" de dodecil sulfato de sodio, 50 g litro' de 2-
mercaptoetanol, y tris cloruro 10 mM, ajustando a pH 8.0 con HCI (DSS). Los
residuos de forraje en DSS, fueron colocados en un bafo Maria y mantenidos a
ebullicion por 45 min. Los tubos fueron retirados del bano, enfriados y centrifugados
a 18000 x g por 15min, llevando el sobrenadante a otro tubo de centrifuga de 50 mil.
Este proceso se repitié y la combinacion de sobrenadantes se centrifugd a 18,000 x
g por 15 min, para eliminar los residuos no fenoles. Para el analisis de TCAP, los
sobrenadantes se combinaron y diluyeron a un volumen de 50 ml con DSS.

3.2.3. Extraccion de taninos condensados adheridos a fibra (TCAF). Se
extrajeron directamente de los residuos remanentes de la extraccion de TCAP, como
se describe posteriormente.

3.2.4. Estandar para determinacion de TCL, TCAP y TCAF. Los TCL de F.
macrophylla fueron purificados con la técnica de Hagerman (1991), con algunas
modificaciones. A 1 g del forraje se adicionaron 10 ml de etanol agua al 80%. EI
etanol agua con el forraje se dejo reposar toda la noche a 4 °C, posteriormente fue
filtrado a través de un crisol Pyrex con fondo de vidrio poroso (40-60 1) con vacio. El
liquido resultado de la filtracién se adiciond a 100 m! de una mezcla de Sephadex
LH-20 en etano! agua al 80% (v/v) (4g de Sephadex mi"' de etanol agua), agitando
suavemente por 3 minutos, con reposo de una hora. Posteriormente la mezcla se
lavd con etanol agua al 95% (v/v), en un embudo de 1 litro, con placa de vidrio de
porosidad de 15 a 20 u, con ligera presion de vacio al inicio, hasta obtener una
absorbancia de cero a 280 nm. Los taninos adheridos al Sephadex fueron eluidos
con 300 mi de acetona agua al 50%. La acetona fue evaporada al vacio a 25 °C. La
solucidn de taninos fue lavada 3 veces con un volumen igual de acetato de etilo para
eliminar los residuos de acetona. El acetato de etilo remanente se evaporod al vacio a
25°C. Finalmente los liquidos con los taninos condensados fueron liofilizados.
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3.2.5. Curvas para determinar taninos condensados. Las curvas se realizaron
empleando los taninos purificados de F. macrophyl/la. La concentracion de taninos
por mil., fue de 0, 55. . . 660 ng, a partir de una solucién patréon de 550 ng mi™’ del
tanino. Para la determinacion de TCAP y TCAF la curva se elabord en DSS.

3.2.6. Determinacion de taninos condensados. La determinacion de los TCL se
realizd en los extractos AA y la de TCAP y TCAF con extractos DSS.

En la determinacion de TCL y TCAP, a un mililitro de cada extracto, se adicionaron 6
mi| de una soluciéon recién preparada de butanol-HCL (95 : 5v/v) en un tubo Pyrex
con tapon de rosca. Lievandose a reaccion en un bafo Maria en ebullicion por 75
min. La lectura se hizo en un espectrofotometro a 550 nm.

Contenido de TCAF. A 50 mg de los residuos soélidos resultado de la extraccion de
los TCAP, se adicionaron 1 ml de DSS y 6 ml de butanol-HCL; El desarrollo de color
y las lecturas se realizaron en las condiciones antes mencionadas. Adicionaimente
se corrieron blancos con la solucion butano!l-HCI.

£1 contenido de taninos condensados totales (TCT), fue la suma de los valores
obtenidos de TCL, TCAP y TCAF. El porcentaje se expresd en relacion a los TCT.
3.3. Determinacion de fenoles totales (FT). Con el sobrenadante de TCL, la
determinacion se realizé siguiendo la técnica de Azul de Prusia (Price and Butler,
1977). La curva se elaboré empleando como estandar +catechin a las siguientes
concentraciones O, 40. . . 240 ng mi™.

Contenido de fenoles totales (FT). Se emplearon .250 ml del sobrenadante obtenido
con AA, que se hicieron reaccionar como se sugiere. Después de 20 minutos de
reaccion se procedio a leer en espectrofotometro a 720 nm.

3.4. Analisis estadistico. La estimacion de las curvas se realizd con los valores de
absorbancia, dados por la concentracion de TC de F. macrohpylla o de +catechin,
utilizando modelos de regresion (SAS, 1990). Mientras que las determinaciones de

los taninos y los fenoles se describieron a travées de medidas de tendencia central.
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4. RESULTADOS

En el Cuadro 1, se presentan los promedios generales, sus desviaciones estandar y
los porcentajes de taninos condensados y fenoles totales en las 20 especies de
forrajes tropicales estudiadas.

Los TCL, fueron calculados con base en la curva representada por la ecuacion: Y=
-0.0196+0.001 (X). ¥ = 0.996. El contenido mas alto correspondié a, D. ovalifolium
(228.4 g kg'), F. macrophylla (181.9 g kg'); G. u/midifolia (129.7 g kg') y L.
leucocephala (129.5 g kg™). Valores intermedio (10.4 a 53.5 g kg ) correspondieron
a M. esculenta, A. pintoi, E. fusca y M. arborea. Valores inferiores a 7.9 g kg' se
presentaron en G. sepium, D. robinioides, P. phaseoloides, C. ensiformis, E.
.poepigiana, C. maypurensis y H. altissima. No se detectaron TCL en H. rosa-
sinensis, B. alicastrum, B. decumbens, B. humidicola y C. dactylon.

Los TCAP fueron calculados con la ecuacion Y = -0.0499+0.0013(X), r* = 0.988. La
mayor concentracién de TCAP (61.0 gKg™') se encontré en G. sepium, seguida por F.
macrophylla, G. ulmidifolia, D. ovalifolium, L. leucocephala y E. fusca, (23.3, 21.1,
15.6, 14.2 y 10.2 g Kg~ respectivamente). Un contenido inferior a 10 g Kg' se
encontrd en el resto de los forrajes.

Los tanfnos condensados adheridos a fibra (TCAF), fueron calculados con la
ecuaciér'fde la curva empleada para TCAP. La mayor concentracion correspondio a
G. ulmidifolia (55.1 g Kg'), seguida de F. macrophylla (46.7 g Kg') y G. sepium (41.5
a Kg"). L. leucocephala, D. ovalifolium, A. pintoi. D. robinioides y B. alicastrum,
presentaron valores en un rango comprendido entre 30 a 20 g Kg“ (32.8, 34.0, 25.4,
20.6 y 20.1 respectivamente). En el resto de los forrajes la concentracion fue inferior
a 20 g Kg™.

Los FT fueron calculados con la ecuacion: Y = -0.38+0.004 (X), r* = 0.99. Como se
puede observar, la mayor concentracion correspondid a F. macrophylia (89.6 g kg™’ )
y fue disminuyendo en el siguiente orden: L. leucocephala ( 83.6 g kg ), D.
ovalifolium (569.7 g kg™ ), G. ulmidifolia (8.4 g kg'), M. esculenta (56.2 g kg') y E.
fusca (40.3 g kg'). Valores de 40 a 20 g kg'' se observaron en orden decreciente
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para D. robinioides, A. pintoi. P. phaseoloides, C. ensiformis, H. altissima, E.
poepigiana, B. decumbens, H. rosa-sinensis y M. arbdrea. La menor concentracion
fue para los pastos C. dactylon y B. humidicola (15.0 y 13.1 g kg') y para las
leguminosas C. maypurensis y B. alicastrum (12.4 y 13.9 g kg™’ respectivamente).

En el cuadro 1 también se observan los valores promedio de TCT y los porcentajes
de cada fraccidén (TCL, TCAP Y TCAF).

D. ovalifolium, tuvo el mayor contenido de TCT (278.1g kg™'), cantidad cubierta en
82.2% por los TCL; seguido de F. macrophylla, con 251.9 g Kg™', en éste el mayor
porcentaje (72.2%) resultd de TCL,; G. ulmidifolia y L. leucocephala tuvieron 205.9 y
176.5 g Kg', en estos también los TCL fueron los que mas contribuyeron al
porcentaje. G. sepium tuvo un total de taninos de 110.4 g Kg', en éste forraje el
mayor aporte fue por los adheridos a la proteina (55.3%) y a fibra (37.6%), que
representan el 92.9% del total. Se observa también que M. esculenta, A. pintoiy E.
fusca, poseen mas de 50% de taninos condensados totales (81.7, 54.4, 50.2 g Kg™
respectivamente); el mayor aporte en M. esculenta fue por TCL (65.5%), en A. pintoi
(46.8 %) por TCAF y en E. fusca los TCL aportaron 47.6%. En los forrajes: M.
arborea, D. robinioides, P. phaseoloides, C. ensiformis y E. poepigiana con
concentraciones de TCT inferiores a 4%, el mayor aporte al total de taninos fue por
los TCAIf (52.7, 69.0, 61.6, 55.7 y 59.8% respectivamente). En C. maypurensis se
determind un total de 19.19 g Kg' de taninos condensados totales; en éste el
principal aporte se debid a los TCAF. En H. rosa-sinensis y B. alicastrum, no se
detectaron TCL , el mayor aporte al total correspondio a los TCAF (69.5 y 77.8%
respectivamente). Las gramineas H. altissima, B. decumbens y B. humidicola fueron
las de menor contenido de taninos condensados totales, en estos el mayor aporte
correspondieron a TCAF.

5. DISCUSION
Los forrajes evaluados, por su contenido de taninos condensados totales, se pueden

agrupar en tres categorias: de bajo contenido con hasta 30 g Kg', de contenido
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moderado con mas de 30 y hasta 60 g Kg™' y de elevado contenido los que poseen
mas de 60 g Kg". Ginei‘—Chavez (1996), y Jackson and Barry (1996) encontraron
valores similares en TCT en A. pintoi, D. ovalifolium, G. sepium y M. esculenta,
aunque estos con un menor porcentaje de TCAF. En la literatura (Barry and Manley,
1984; Barry et al.,, 1986; Jackson and Barry, 1996) se menciona que forrajes con 60
g Kg' de TCT pueden inducir un incremento en sobrepaso ruminal de proteina y en
la retencion de nitrégeno, sin afectar el consumo voluntario. En contra posiciéon mas
de 60 g Kg™' pueden ser menos apetecibles por el ganado y de menor digestibilidad
ruminal. Aunque la actividad biologica se asocia a los TCT, la presencia y contenido
de cada fraccion o tipo de tanino (TCL, TCAP y TCAF) debe ser considerado. En
este estudio se observd que cuando el contenido de TCT fue igual o superior a 50 g
Kg', generalmente los TCL aportaron el mayor porcentaje al total; aungue se
encontraron excepciones. En los forrajes G. sepium y A. pintoi, a pesar de que el
contenido de TCT fue superior a 50 g Kg™, el mayor aporte fue por TCAP y TCAF
respectivamente. Cuando el total de taninos condensados fue menor de 50 g Kg™', el
mayor aporte correspondi® a TCAF, seguidos de los TCAP y en algunos forrajes no
se encontraron TCL. Esta variacion en el contenido y tipo de taninos, por especie
forrajera, sugiere que algunos taninos presentan mayor o menor actividad sobre
ciertas macromoléculas (proteinas carbohidratos etc.). En adiciéon, se bebe ser
prudente cuando se quiera evaluar el contenido de taninos condensados de un
forraje, por su valor de fenoles totales; como se aprecio la determinacion de estos
puede subestimar o sobreestimar el valor real.
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Cuadro 1

Contenido promedio de taninos condensados y fenoles totales en forrajes tropicales

a/kg’'+ DE y (% del total)

Forraje

TCLEDE (%)

TCAP £ DE (%)

TCAF = DE (%)

JCcT *

FT £ DE

Desmodium ovalifalium =7

228.4 % 10.7 (82.2)

15.6 £ 0.3 (5.6)

340x 0.5 (12.2)

278.1

59.7+ 0.5

Flemigia macrophyia >~

181.9+ 3.5 (72.2)

23.31+0.5(9.2)

457 0.7 (18.5)

251.9

89.6+1.0

Guazuma ulmidifolia "

1297 £ 2.1 (63.0)

21.1 05 (10.2)

55.1 £ 0.3 (26.8)

205.9

58.4+ 03

Leucaena leucocephala © *

1295+ 1.1 (73.3)

132206 (8.1)

328+ 0.8(18.6)

176.5

836+09

Gliricidia sepium * >

79% 02(7.1)

61.0x 2.7 (55.3)

41.5 2 1.0 (37.6)

110.4

20.0%1.0

Manihot esculenta = *

53.5t 3.7 (65.9)

93 0.2 (11.9)

188 £ 0.5(23.1)

81.7

56.2=1.0

Arachis pintoi **

21.02 1.7 (38.7)

7.9 0.3(14.5)

25.4 + 0.6 (46.8)

54.4

31.1 =05

Entrina fusca = ©

239+ 1.0(47.6)

10.2+ 0.7 (20.3)

16.1 = 0.8 (32.1)

50.2

403+ 05

Melina arborea = *

104 = 0.4 (27.8)

72%0.4(19.5)

1962 0.2 (52.7)

37.3

20904

Diphysa robinioides ™ *

31z 04(13.9)

5120.1(17.1)

20.6 £ 0.4 (69.0)

29.8

39813

Pueraria phaseoloides = *

d8z 02(17.5)

5.7 2 G.1 (20.9)

16.9 £ 0.6 (61.6)

27.5

27.0+ 04

Hibiscus rosa-sinensis = °

No encontrados

8.1 £ 0.1 (30.5)

18.5 x 1.3 (69.5)

26.6

22509

Brossimum alicastrum

No encontrados

7.7 2 0.0 (22.2)

20.1 £ 0.8(77.8)

25.8

13.92 03

Canavalia ensiformis "

36z 03 (15.7)

6.5 £ 0.2 (28.6)

126 % 0.2 (55.7)

227

265x 15

4

Eritrina poepigiana

33t 02(15.7)

5.1 £ 0.1 (24.5)

12.6 £ 0.4 (59.8)

21.1

22723

Crotolaria maypurensis * *

3.3+ 0.1 (17.2)

6.3+0.1(32.7)

9.6 £+ 0.2(50.1)

19.2

124205

Hemarthria altisima = °

32+ 01 (017.7)

4.4 £29(24.2)

10.5 = 3.4(58.0)

18.0

23.9x 1.0

Brachiaria decumbens =T

No encontrados

5.0 0.2 (36.0)

8.8 £ 0.2 (64.0)

13.8

226x02

Brachiania humidicola = °

No encontrados

44:00(353)

8.0 = 0.4 (64.7)

12.4

13.1 202

g

Cynodon dactylon

No encontrados

452 0.2 (37.0)

7.7 2 0.3 (63.0)

12.2

15.0=2 09

TCL taninos condensados libres; TCAP, taninos condensados adheridos a proteina; TCAF, taninos
condensados adheridos a fibra; TCT, total de taninos condensados; TP, fenoles totales.
* TCT obtenidos de la suma de TCL, TCAP y TCAF
! Cultivados en suelos Vertisoles
2 cultivados en suelos Fluvisoles
3 Cultivados en suelo no determinado

%Dlas a la cosecha 42
®pDias a la cosecha 35
®Dias a la cosecha 28
? Dias a la cosecha 21
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CAPITULO CUATRO

PRECIPITACION DE PROTEINA in vitro POR TANINOS CONDENSADOS
PURIFICADOS DE PLANTAS FORRAJERAS DEL TROPICO HUMEDO

RESUMEN

Con un disefio en arreglo factorial con 6 tipos de taninos condensados purificados, 4
fuentes de proteina y 2 pH, se evalud por difusidn radial, la actividad precipitando
proteinas in vitro, de 96 ug de taninos condensados de M. esculenta, L.
leucocephala, A. pintoi, G. ulmidifolia y G. sepium, ademas del Ac. tanico. Las
proteinas que se precipitaron a pH 5.0 y 6.8 fueron: albumina sérica bovina (ASB),
papaina, pepsina y tripsina. Se observé efecto significativo (P<0.05) por tipo de
tanino, fuente de proteina, pH y sus interaciones. La mayor precipitacion a pH 5.0
fue para pepsina (82.9 ng), por los taninos de G. ulmidifolia; la menor (O y 0.2 ug) se
observo en ASB por G. sepium y A. pintoi a pH 6.8. En general la actividad biolégica
de los taninos, se vid afectada por el tipo de proteina y el pH.

1. INTRODUCCION

Los taninos ligan proteinas y otras macro moléculas formando complejos
estabilizados por puentes de hidrégeno y fuerzas hidrofdbicas (Waterman and Mole,
1994;). Trabajos de investigacion han demostrado que la interaccion se realiza en un
rango de pH de 3.5 a 7.0 y se pierde cuando disminuye de 3.5, o cuando es superior
a 7.0 (McLeod, 1974; Jones and Mangan, 1977). Los taninos son muy reactivos con
las proteinas, a través de la formacion de puentes de hidrogeno; también se dice
que pueden actuar ligando proteinas a través de la interferencia de sitios reactivos
(Jones et al., 1973; Barry and Manley, 1984). La Fosfatasa alcalina y la 5-Nucledtido
fosfodiesterasa de la mucosa intestinal de bovino, fueron inhibidas por taninos
condensados de sorgo y quebracho (Blytt et al.,, 1988). Empleando taninos de te,
Young Je Cho, et al/. (1993), encontraron que los taninos inhiben a la Angiotensina

convertina y a la Xantina oxidasa; el Galloil catechin fue el mas inhibidor. También
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se ha demostrado que el tipo y peso molecular de los taninos cambian con la
variedad del vegetal de donde son extraidos, caracteristica que modifica su
actividad. Se ha observado que a mayor peso (22000 vs 7700), disminuye l|a
capacidad de interaccidn tanino-proteina (Jones et a/., 1973).

2. OBJETIVO
El objetivo de este experimento fue evaluar la actividad de los taninos condensados

purificados de plantas forrajeras del trépico, precipitando proteinas en medios con
diferente acidez.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Extraccion y purificacion de taninos condensados (TC). Se empleod la técnica
utilizada por Giner-Chavez (1996), con modificaciones. Por triplicado, se colocaron
en tubos de nalgeno de 50 ml, 2 g de forraje liofilizado molido y 20 m! de acetona-
agua (70-30 (v/v) ), sonicandose por 15 minutos en barfo de hielo. La mezcla forraje-
acetona-agua fue filtrada en crisoles con fondo de vidrio con porosidad de 40-60 u,
aplicando una ligera succion por vacio, al inicio del filtrado. El liguido resultante se
colocé en un embudo de separacion, adicionandose éter etilico en cantidad
suficiente para formar dos fases, desechandose la superior. El residuo liquido fue
evaporado al vacio en Bano Maria a 25 °C por 15 minutos, para eliminar los restos
de acetona-éter; ya evaporados los disolventes, el liquido fue lavado dos veces con
5 ml de una solucién de etanol-agua (90-10 (v/v)), sometido en cada lavado a
evaporacion, con las condiciones anteriores. Al residuo de las tres extracciones se
agrego una mezcla de 20 g de Sephadex LH-20 y 100 ml de etanol-agua al 80%. La
mezcla de Sephadex y los extractos se agitaron ligeramente por tres minutos,
dejandose reposar por un periodo no menor de 3 horas para la completa absorcion
de los taninos. Posteriormente el Sephadex-taninos fue lavado varias veces (sobre
un embudo de 1 litro, con fondo de vidrio de porosidad de 15-20 p), con etanol-agua
al 95% (v/v), hasta que la solucidn mostré a 280 nm, una absorbancia de cero. Los

taninos fueron liberados del Sephadex con 300 ml de acetona-agua al 50% (v/v). La
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acetona fue evaporada al vacio en bafio Maria a 25°C por un periodo de 15 minutos.
Finalmente las soluciones fueron lavadas dos veces con 5 ml de etanol-agua (90-10
(v/v)). Los taninos purificados en solucion, fuéron liofilizados y sellados al vacio.
3.2. Precipitacion de proteina. Se empled la tecnica de difusion radial de
Hagerman (1987). En cajas de Petri de 10 cm de diametro se adicionaron 10 ml de
una solucidon al 1% de agarosa (w/v) tipo | y 0.1% (w/v) de albumina sérica bovina
(ASB), fraccion V libre de acidos grasos volatiles, en 50 mM de acido acético y 60
mM de acido ascdrbico, ajustado a pH 5.0 empleando una solucién al 2% de NaOH,
o en 25 mM de buffer N-(-2- acetamido)-2-acido iminodiacetico (ADA), ajustado a pH
6.8 con diethanolamina 1M. Las proteinas papaina, pepsina y tripsina
(seleccionadas por su solubilidad en los medios de difusién) fueron adicionadas en
cantidad suficiente para alcanzar el mismo contenido de proteina cruda que aportd
el 0.1% de ASB; la determinacion, se realizé por el método de Biuret. La agarosa en
los buffers fue mantenida en ebullicion en Bano Maria; las fuentes de proteina se
adicionaron a la solucion de agarosa después de reducir la temperatura de ésta
hasta 40 °C, también sobre Baro Maria.
En el medio de difusion, se hicieron pozos de 4 mm de diametro, donde se
adicionaron 6 alicuotas de 8 nl de soluciones de 2 mg ml”' de taninos purificados de
M. esculenta, L. leucocephala, A. pintoi, G. ulmidifolia, G. sepium y de Ac.tanico,
hasta alcanzar una dosis de 96 ng. Se sellaron las cajas con parafilm y se incubaron
por 120 hrs a 30 °C.
3.3. Evaluacion de la precipitacion. Para evaluar la actividad de los taninos, se
empled la formula para calcular la proteina precipitada (PP) de C. Lascano (citado
por Giner-Chavez (1996). La proteina precipitada se midid multiplicando el volumen
de precipitacion, por la proteina contenida en el gel.
PP(1g)=(Volumen de precipitacion (mt)) x (Concentracion de proteina (ug mi-1 »
donde:
Volumen de precipitacion = (rq-ro )2 h
rq=radio de precipitacion.
ro=radio del pozo.
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h= altura del pozo (cm).

= 3.1416

3.4. Analisis estadistico. Para evaluar la fuente de taninos (M. esculenta, L.
leucocephala, A. pintoi, G. ulmidifolia and G. sepium y acido tanico), el tipo de
proteina (BSA, papaina, tripsina y pepsina) y el pH (5.0 and 6.8), sobre la
precipitacion de proteina, se usd un analisis de varianza de tres caminos de
clasificacion. El total de la variacion se atribuyo al siguiente modelo.

Yijk = p + T + Pj + TPij + A+ TAj+ PAjK + TPAIji + e(ijk)l

donde:

Yijk es la |-ésima precipitacion de proteina (ug), asociada a la i-ésima fuente de
tanino del j-ésimo tipo de proteina, y al k-ésimo pH, e(ijk)l es el error experimental,
NID (0, c2).

E! analisis de medias (p<0.05) fue realizado con datos transformados por raiz
cuadrada. E! paquete estadistico del SAS (1990), se empleo para el analisis.

4. RESULTADOS

El Cuadro 1 muestra las medias minimo cuadraticas de precipitacion por efecto del
tipo de taninos, proteina y pH.

Por el origen de taninos, se observd que precipitaron igual (P>0.05) cantidad de
proteina los TC de L. leucocephala con los de G. ulmidifolia (22.6 y 25.9 ng); y los de
A. pintoi con los de G. sepium (6.3 y 1.3 ng).

Por tipo de proteina papaina con 24.2 ng y pepsina con 29.9 ng fueron precipitadas
igual (P>0.05).

En el efecto del pH, se observd que la precipitacion a pH 5.0 fue superior (P<0.05) a
la obtenida a 6.8

En el Cuadro 2, se observan los promedios de precipitacion por la interaccion
tanino-proteina. Con ASB, se obtuvieron resultados similares (P>0.05) en
precipitacion, cuando reacciond con Ac. tanico y los TC de M. esculenta, L.
leucocephala y G. ulmidifolia (11.5, 6.0, 10.7 y 8.3 ng respectivamente). Con

papaina, la precipitacion obtenida fue igual (P>0.05) con los taninos de M. esculenta
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y G. ulmidifolia (18.4 y 20.7 ng); asi como con los de A. pintoi y de G. sepium (6.1 y
5.1 ng). La precipitacion de tripsina resuitd similar cuando interactudé con TC de M.
esculenta y con los de A. pintoi (6.0 y 5.3 ng). La precipitacion de pepsina no fue
diferente (P>0.05) al interactuar con Ac. tanico y con los taninos de M. esculenta
(40.7 y 43.5 ng), asi como en la interaccion con los de L. leucocephala y de A. pintoi
(13.2 y 12.1 ug).

La precipitacion de ASB por el Ac. tanico comparada con la de éste tanino y las
otras proteinas resulitd diferente (P<0.05). En la interaccion de ASB con TC de M.
esculenta, la actividad resulté igual (P>0.05) que la observada con éste tanino y
tripsina (6.0 y 5.0 ng). La precipitacion de ASB que causd L. leucocephala (10.7 ug)
fue igual (P>0.05) a la generada al interactuar con pepsina (13.2 ug). Los taninos de
A. pintoi precipitaron ASB en cantidad diferente (P<0.05), a la precipitacion
observada con otras proteinas. Los TC de G. u/midifolia precipitaron cantidad similar
(P>0.05) de tripsina, que de ASB (11.0 vs 8.3 ng). Los taninos de G. sepium tuvieron
una actividad diferente (P<0.05) precipitando ASB con respecto a papaina y
pepsina.

El Cuadro 3 muestra la proteina precipitada al interactuar los taninos o la proteina
en distinto pH.

Interaccion taninos-pH. En la interaccion a pH 5.0, se observa que los TC de M.
esculenta, L. leucocephala y G. ulmidifolia precipitaron estadisticamente (P>0.05)
cantidades iguales de proteina (21.9, 22.6 y 29.9 ng respectivamente). A pH 6.8 el
Ac. tanico y los TC de L. /leucocephala y G. ulmidifolia tuvieron un comportamiento
similar (30.6, 22.7 y 21.9 ug respectivamente); también resultd igual la precipitacion
por A. pintoiy G. sepium (6.3 y 1.0 ng).

Al comparar el efecto a diferente pH, se observd que el Ac. tanico y los taninos de G.
sepium tuvieron respuesta diferente (P<0.05).

Interaccion proteina-pH. A pH 5.0 ASB precipitd en cantidad similar (P>0.05) a
tripsina. A pH 6.8, precipitaron igual (P>0.05) papaina y tripsina (25.7 vs 23.1 ug).

L.a precipitacion comparada entre los pH fue igual (P >0.05) con papaina.
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En el Cuadro 4 se observan los promedios de precipitacidon por la interaccion
taninos-proteina-pH.

Interaccion a pH 5.0.

La precipitacion de ASB resultd diferente (P<0.05) en las interacciones evaluadas.
La papaina precipitd igual (P>0.05) con los TC de M. esculenta y 1os de G. ulmidifolia
(20.2 y 18.5 ng). Tripsina fue precipitada en cantidad similar (P>0.05) cuando
interactud con los taninos de M. esculenta, de A. pintoi y G. ulmidifolia. La pepsina
precipitd diferente (P<0.05) en todas las comparaciones.

Interaccion a PH 6.8.

La‘ASMITB:.'rAIo precipitd cuando interacciond con Ac tanico y los taninos de G. sepiumy
resu‘ltfé;'s’imila‘r su precipitacion (P>0.05) por los de M. esculenta y G. ulmidifolia (3.6 y
2.8 ug) »Pa'paina presentd respuesta similar (P>0.05) al interactuar con los taninos
de A."vn'ppiyntc‘)i y de G. sepium. La tripsina precipitada por TC de M. esculenta y A. pintoi
(56 y 7.5 ng) fue estadisticamente igual (P>0.05). Pepsina presentd valores
similares (P>0.05) con Ac. tanico y los taninos condensados de M. esculenta (37.0y
32.4 ;,Lg); y entre los de L. leucocephalay G. sepium (6.6 y 8.6 ug).

En las comparaciones de la triple interaccion a diferente pH, se observd lo siguiente:
anicamente la tripsina resultd precipitada igual (P>0.05) a los pHs 5.0 y 6.8 cuando
interactud con Ac. tanico, (19.9 y 21.6 ng) y con los taninos condensados de M.

esculenta que precipitaron 4.5 y 5.6 ng.

5. DISCUSION

5.1. Efecto tanino. A pesar de observarse similitud en la actividad de los taninos de
L. leucocephala y G. ulmidifolia y en la de A. pintoi y G. sepiurn, 1os resultados
sugieren especificidad por su origen. Makkar (1988) y Cano et al. (1994), mencionan
gue la actividad de los taninos depende del tipo de forraje y se ve influenciada por
condiciones ambientales en que son cultivados. En adicion se ha encontrado que
esas caracteristicas originan estructuras moleculares distintas en los taninos.

5.2. Efecto proteina. Aunque estadisticamente, se observo similar precipitacion
entre algunas proteinas, otras fueron precipitadas con diferente intensidad. Este
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efecto pudo deberse a la estructura molecular de la proteina o a su composicién
quimica. Se ha argumentado que la estructura quimica y el contenido de algunos
aminoacidos las hace distingu‘irvse como proteinas de alta o baja afinidad por taninos
(Asquith and Butler, 1986).
5.3. Efecto pH. Como se observo, a pH 5.0 se llevd a cabo la mayor precipitacion de
proteina, esto es un indicador de que el potencial de hidrogeno, es una condicidon
que influye en la precipitacion. Al respecto, se ha argumentado que los taninos
poseen un rango de pH en que presentan mayor o menor actividad, (Meck and
Weiss, 1979; Giner-Chavez, 1996). Dado lo anterior se puede asumir que el pH fue
determinante en la actividad de precipitacion.
5.4. Efecto interaccion tanino-proteina. En general los taninos precipitaron
proteina en un amplio rango, no obstante, puede haber cierta similitud en
precipitacion, como fueron los casos de TC de M. esculenta, L. leucocephala y de G.
ulmidifolia al precipitar ASB. Asquith and Butler (1986), encontraron que los taninos
tienen diferente afinidad por las proteinas. En adicidn Giner-Chavez (1996),
encontré que los taninos por ella evaluados (A. pintoi, G. sepim y M. esculenta),
precipitaron cantidad diferente de ASB y proteina de alfalfa. Dado lo anterior es de
esperar que el efecto de precipitacidn esté en funcidon del punto isoeléctrico de la
proteina y del tipo de tanino.
5.5. Efecto interaccion tanino-pH. Se observd que algunos taninos, por el pH,
modificaron substancialmente su actividad bioldgica in vitro, esto se observd con el
Ac. tanico y los TC de G. sepium. Giner-Chavez (1996), evaluando la precipitacion
de proteina a diferente pH, también encuentra cambios en precipitacion.
5.6. Efecto interaccion proteina-pH. Al considerar la interaccion proteina-pH, se
observd que el pH tiene un marcado efecto sobre la precipitacion de proteina. No
obstante, se debe considerar que la precipitacién de algunas proteinas no se ve
afectada substancialmente por éste, tal es el caso de la pepsina que precipitd en
cantidad similar en los dos pH. Pérez-Maldonado et al/. (1995) encontraron que el
Ac. tanico alcanza su maxima interaccion con proteinas de ASB y de plantas a pH de
4.5 a 5.5, pero a pH menos acido la interaccion no ocurre.
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5.7. Efecto interaccion tanino-proteina-pH. Considerando los resultados de
interaccion, podemos argumentar gue los taninos cambian su actividad sobre las
proteinas cuando se modifica la acidez del medio; cabe destacar que en éste
experimento ASB y pepsina fueron mas precipitadas a pH 5.0, por casi todos los
taninos; en tanto que papaina interactudé mas a pH 6.8. Un efecto de éste tipo fue
demostrado por Giner-Chavez (1996), que encontrd diferente actividad con TC de A.
pintoi, G. sepim y M. esculenta, sobre las proteinas de ASB y alfalfa a pH 6.8; No
obstante lo anterior, algunos taninos y proteinas pueden interactuar de manera
similar en pH distintos; en éste experimento esto se observd con TC de M. esculenta
y Acido tanico, sobre tripsina.

Se concluye, que el efecto que tiene cada tipo de taninos sobre la precipitacion,
dependera de la fuente de proteina y del pH en que se realice la reaccion.
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Cuadro 1

Precipitacion promedio de proteina por efecto de
taninos condensados, tipo deproteina y pH (ug).

Efecto

Tanino

Precipitacion (zE.E)

Ac. tanico

M. esculenta

L. leucocephala
A. pintoi -

G. ulmidifolia
G. sepium

33.1 a (x2.4)
18.2 b (£2.4)
22.6 c (+2.4)
06.3 d (+£2.4)
25.9 c (+2.4)
01.3 d (+3.5)

Proteina

ASB

Papaina
Tripsina
Pepsina

05.6 a (+2.0)
24.2 b (+2.0)
11.9 ¢ (22.2)
29.9 b (+1.9)

pH

5.0
6.8

19.4 a (=1.5)
16.4 b (+1.4)

Literales distintas en la columna en el mismo efecto son

diferentes (p<0.05).
EE, error estandar.

Cuadro 2

Efecto promedio de precipitacion de proteina en la interaccion tanino-proteina (ng).

Tanino/Proteina

ASB (HEE)

Papaina (tEE)

Tripsina (XEE)

Pepsina (XEE)

Ac. tanico

M. esculenta

L. leucocephala
A. pintoi

G. ulmidifolia

G. sepium

11.5a2 (£2.5)
06.0a2 (+2.5)
10.7a? (+2.5)
01.7b2 (£2.5)

08.3a? (£2.5)
NP

59.3 ab (+2.5)
18.4 cP (2.5)
32.6 bP (+2.5)
06.1 dP (x2.5)
20.7 cb (+2.5)
05.1 aP (+4.3)

20.8 bP (+2.5)
05.0 c@ (+2.5)
34.1 aP (x2.5)
05.3 cP (x2.5)

11.0d? (#2.5)
ND

40.7 bb (+2.5)
43.5 bb (+2.5)
13.2 c@ (+2.5)
12.1 cP (+2.5)
63.7 aP (+2.5)
06.4 db (+2.5)

Literales distintas en la misma columna son diferentes (P<0.05).
Superindices distintos con la interaccion tanino-ASB en linea, son diferentes (P<0.05).
NP, no precipitd; ND, no fue determinado; EE, error estandar.
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Cuadro 3

Efecto promedio de precipitacion de proteina por la

interaccion taninos o proteina con el pH (ug).

Efecto

Precipitacion

Tanino

pH 5.0 (= EE)

pH 6.8 (+EE)

Ac tanico

M. esculenta

L. leucocephala
A. pintoi

G. ulmidifolia
G. sepium

35.5 a" (+1.7)
21.9 b (£1.7)
22.6 b® (+1.7)
06.3 c® (£1.7)
29.9 b*41.7)
01.0 e” (+4.5)

30.6 a°® (+1.7)
14.5 b® (%1.7)
22.7 a® (=1.7)
06.2 c® (+1.7)

05.3 c® (+2.0)

21.9 a® (+1.7)

Proteina
ASB 12.7 a® (£3.7) |02.1 a® (+3.3)
Papaina 25.4 b® (+3.7) |25.7 b* (+3.3)
Tripsina 11.6 a® (£3.7) [18.9 c® (x3.7)
Pepsina 36.8 c® (23.3) {23.1 b (+£3.3)

Literaies distintas en la misma columna, en el mismo efecto son

diferentes (p<0.05)
EE, error estandar

Cuadro 4

Precipitacion promedio de proteina en la interaccion tanino-proteina-pH (ug).

Proteina/pH Proteina-pH 5.0 Proteina-pH 6.8
Tanino ASB Papaina | Tripsina Pepsina ASB Papaina Tripsina Pepsina

Ac. tanico 23.0a3 | 54.7a9 19.9a 44 . 53% NP 63.9aP 21.6a3 37.0aP
M. esculenta 8.5b3 | 20.2b2 4.5b 54 5b3 3.66P 16.5bP 5.6b3 32.4°D
L. leucocephala 15.3c3 | 29.1¢@ 26.2¢3 19.7¢3 6.2cP 36.1cP 42.1cP 6.6bP
A. pintoi 3.1d3 4.4a9 3.1b3 14.743 0.2dP 7.7dP 7.5b0 9.4cP
&. uimiditolia 13.9e3 | 18.5b8 4453 82.9e3 2.8b% | 23.0eP 17.5dD 44 5dP
G. sepium ND ND ND 4.313 NP 7.3d ND 8.6bP

Valores con literales distintas en 1a columna indican diferencia (P<0.05).

Promedios de la misma interaccion a diferente pH, con superindice distinto son diferentes (p<0.05).

Error estandar 1.46

ND no fue determinado; NP no precipito.
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CAPITULO CINCO

EFECTO DE LOS TANINOS CONDENSADOS PURIFICADOS DE PLANTAS
FORRAJERAS DEL TROPICO SOBRE LA DIGESTIBILIDAD RUMINAL DE
FORRAJES in vitro

RESUMEN

Empleando un disefio completamente al azar con 6 repeticiones, se evaludé en dos
experimentos in vitro, el efecto de adicionar 1.25 y 2.50 mg de taninos condensados
purificados de los forrajes Manihot esculenta y Leucaena leucocephala, sobre los
cambios de digestibilidad en liquido ruminal de la materia seca de Medicago sativa y
Brachiaria decumbens. La digestibilidad de M. sativa sin taninos fue de 75.7%,; con
taninos de L. /eucocephala disminuyd (P < 0.05) a 68.7% con 1.25 mg y con 2.5 a
71.1%; con los de M. esculenta con cualquier dosis se incrementd (P<0.05), a 82.4%
y 87.1% respectivamente para las dosis evaluadas. En la B. decumbens, se observo
77.4% de digestibilidad en el testigo. Con el empleo de cualquier tipo de taninos
disminuyd (P< 0.05). con los de L. leucocephala a 62.0% y 65.7% y con los de M.
esculenta a 56.0% y 67.8%, respectivamente para las dosis 1.25 y 2.5 mg. Se
concluye que la digestibilidad ruminal in vitro de la materia seca de los forrajes fue
regulada por la dosis y tipo de tanino.

1. INTRODUCCION

Por la importancia de los forrajes como fuenie de alimento en ia ganaderia tropical,
se considera fundamental conocer su calidad nutritiva. Ademas se debe dar especia’
importancia a compuestos quimicos, como los taninos condensados, que puedan
modificar el consumo de alimento o inducir cambios en su valor nutritivo. Los taninos
condensados, metabolitos secundarios de forrajes y otros vegetales, pueden
generar los mencionados efectos. Esta caracteristica se debe a que son capaces de
unirse simultaneamente a mas de un sitio de la superficie de las proteinas y a los

carbohidratos. La unidon es por puentes de hidrogeno y enlaces hidrofébicos
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(Spencer et al.,, 1988). La formacion de puentes de hidrogeno es dinamica y al azar,
las ligaduras de los enlaces continuamente se rompen y se vuelven a formar
(MclLeod, 1974; McManus et a/., 1981). Se ha mencionado (Martin and Martin, 1983,
Horigome et al., 1988), que el grado de interaccion depende del tipo de proteina o
carbohiqrato, asi como del tipo de tanino que interviene en la reaccion. Por la
diferenci’a‘que puede haber en peso molecular y composicion quimica en los taninos
(Jones'et al., 1976), la actividad en cada especie forrajera puede ser diferente.
Tanner et al. (1994) mencionan que el efecto nutricional de los taninos, se debe a su
interéccién con las proteinas de la dieta o con enzimas digestivas. Ademas el efecto
puede deberse al cambio morfoldgico o de inhibicion del crecimiento que sufren las
bacterias, al ser expuestas a los taninos (McAllister et a/.,1994).

2. OBJETIVO
El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro, el efecto de los taninos condensados
purificados de plantas forrajeras del tropico, sobre la digestibilidad de la materia

seca de forrajes libres de taninos.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Forrajes. Se realizaron dos pruebas de digestibilidad /in vitro, una sobre
Medicago sativa y la otra en Brachiaria decumbens. A los forrajes previamente se
determind su contenido de taninos condensados totales. Este fue la suma de los
taninos condensados libres, los adheridos a proteina y los adheridos a fibra. En la
determinacion se uso la técnica modificada de Terrill et al. (1992), como se refirid en
el estudio descriptivo. Los valores de taninos resultaron de 0.0 y de 11.0 g Kg™"
respectivamente para M. sativa y B. decumbens.

3.2. Purificacion de taninos. Los taninos condensados (TC) de Manihot esculenta y
Leucaena leucocephala fueron purificados, con la técnica empleada por Giner-
Chavez (1996), como se describio en el experimento anterior.

3.3. Digestibilidad ruminal in vitro. Se empled la Técnica de digestibilidad para

forrajes descrita por Tejada (1992), con una relacion de liquido ruminal y
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amortiguador de 70:30. El liquido ruminal fue obtenido en partes iguales de ovinos
fistulados en rumen, alimentados con Medicago sativa y heno de Avena sativa (80 y
20% respectivamente). Una hora antes de iniciar la digestibilidad, se adicionaron a
cada tubo, conteniendo cantidades exactas (.25 g) de M. sativa y B. decumbens, un
m! de solucidon de McDougall con: cero, 1.25 y 2.50 mg de cada tanino; de tal forma
que resultaron los siguientes tratamientos: 1. Forraje sin taninos (testigo). 2. Forraje
adicionado de taninos condensados de L. leucocephala (1.25 mg). 3. Forraje
adicionado de taninos condensados de L. leucocephala (2.50 mg). 4. Forraje
adicionado de taninos condensados de M. esculenta (1.25 mg) y. 5. forraje
adicionado de taninos condensados de M. esculenta (2.50 mg). Posteriormente se
siguid la metodologia sugerida.

3.4. Analisis estadistico. Para evaluar los tratamientos, en cada experimento se
empled un disefio completamente al azar, con seis repeticiones. Se realizaron las
siguientes comparaciones: entre tratamientos y taninos de L. /eucocephala vs.
taninos de M. esculenta. Las diferencias entre medias se definieron a una

probabilidad menor de 0.05. El paquete estadistico del SAS (1990), se uso para el
analisis de los datos.

4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1. En el Cuadro 1 se observa el efecto promedio de digestibilidad
en M. sativa. Se observa en el tratamiento sin taninos, que M. sativa fue digerida en
un porcentaje que resulto diferente (P<0.05) al obtenido al incluir cualquier tipo de
tanino o dosis. Al incluir 1.25 mg de taninos de L. /eucocephala la digestibilidad
resultd similar (P>0.05) que al adicionar 2.50 mg. La respuesta con cualquier dosis
de TC de M. esculenta, resultd de efecto superior (P<0.05). También se observaron
diferencias en digestibilidad al adicionar 1.25 vs 2.50 mg de esos taninos. Por el
origen de los taninos, se observd que los de M. esculenta tuvieron un efecto mayor
(P<0.05).

4.2. Experimento 2. En el cuadro 2, se observa la digestibilidad promedio de B.

decumbens. Cuando no se emplearon taninos, el efecto resultéd diferente (P<0.05) al
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obtenido:al_' adicionarios. Al incluir TC de L. /leucocephala, se observd similitud de
respuééta (F’>0.0S) entre las dosis; pero difirid da la observada con los de M.
esculenta. La digestibilidad con 1.25 vs 2.50 mg de TC de manihot, resultd diferente
(P<0.05). Por efecto del origen de los taninos no hubo diferencia en la digestibilidad
del forraje (P>0.05).

5. DISCUSION

En términos generales los reportes de investigacion sefialan, por efecto de los
taninos, reduccidn de la digestibilidad de proteinas y carbohidratos: se argumenta
que actuan disminuyendo !a actividad de las proteinas enzimaticas al interactuar en
los sitios reactivos, o al formar complejos tanino-proteina, tanino-carbohidrato
indigestibles (Makkar et a/., 1988; Tanner et al/., 1994). Ese efecto se observo en la
digestibilidad de la materia seca de M. sativa y de B. decumbens cuando se
emplearon taninos de L. leucocephala, pero con los de M. esculenta, solo se
observd en la brachiaria, ya que en la ieguminosa se incremento. El aumento en
digestibilidad puede ser atribuido a algun efecto selectivo de los taninos sobre la
microflora ruminal. McAllister et al. (1994), mencionan que los taninos condensados
a una concentracion de 200 ung mi' inhiben in vitro el crecimiento de Butyrivibrio
fibrisolvens y con 100 pg mi”’' producen cambios en la morfologia de la célula; en
contraste. Prevotella ruminicola y Streptococcus bovis crecieron en presencia de 600
ug mi?, con esta concentracion, los taninos no tuvieron efecto sobre la morfologia de
P. ruminicola, pero impidieron la division celular de S. bovis. Este argumento se
apoya en que los taninos pueden actuar directamente sobre las proteinas
endégenas de las bacterias al penetrar al interior de la célula bacteriana, o al
interferir en la disponibilidad de proteinas utiles para su desarrollo (Field and
Lettinga, 1992). En conclusién, los resultados sugieren que la actividad in vitro de
los taninos de cada especie de forraje es diferente, y dependiendo de la dosis sera
el efecto sobre la digestibitidad.
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Cuadro 1

Digestibilidad promedio in vitro de M. sativa con la adicion de taninos
condensados purificados de forrajes tropicales.

Efecto de tratamiento Dosis (mg) | Digestibilidad % (E.E.)
Control Cero 75.7a (+1.5)
Leucaena leucocephala. 1.25 68.7b (:t‘i .5)
Leucaena leucocephala. 2.50 71.1b (=1 ;5)
Manihot esculenta. 1.25 82.4c (+1 _5)
Manihot esculenta. 2.50 87.1d (+1.5)
Efecto por tanino

Leucaena leucocephala 69.9a (+1.1)
Manihot esculenta 84.7b (£1.1)

Literales distintas en 1a misma columna indican diferencia (P<0.05)
E.E, error estandar.

Cuadro 2

Digestibilidad promedio in vitro de B. decumbens con la adicion de
taninos condensados purificados de forrajes tropicales.

Efecto de tratamiento Dosis (mg) | Digestibilidad % (E.E).
Control Cero 77.4a (+1.4)
l.eucaena leucocephala. 1.25 62.0b (+x1.4)
Leucaena leucocephala. 2.50 65.7b (+1.4)
Manihot esculenta. 1.25 56.0c (+1.4)
Manihot esculenta. 2.50 67.8d (+1.4)
Efecto por tanino

Leucaena leucocephala 63.8a (+1.5)
Manihot esculenta 61.9a (£1.5)

Literales distintas en |a misma columna indican diferencia (P<0.05)
E.E, error estandar.
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CAPITULO SEIS

EFICACIA in vitro DE TANINOS CONDENSADOS PURIFICADOS DE FORRAJES
TROPICALES CONTRA HUEVOS Y LARVAS DE Haemonchus contortus

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar in vitro la eficacia ovicida y nematicida, de los taninos
condensados (TC) purificados de los forrajes Arachis pintoi, Guazuma ulmidifolia,
Leucaena leucocephala y Manihot esculenta, sobre huevos y larvas de Haemonchus
contortus; se realizaron dos experimentos. En cada experimento, con un arreglo
factorial 5X5, se evaluaron para cada tanino las concentraciones de 45, 4.5, 0.9, 0.3
y 0.1 ppm, con 4 repeticiones. Adicionalimente, como farmaco de referencia, se
incluyeroh dosis iguales de albendazol. En el experimento 1, se evalud la eficacia
ovicida y la nematicida sobre las larvas eclosionadas (larvas L-Ill). En el experimento
2, se midid unicamente la eficacia sobre larvas L-Ill. En el primer experimento, la
eficacia ovicida ejercida fue de 0O a 2%, sin que se observaran diferencias entre
dosis de los taninos evaluados (p>0.5). Con respecto a la eficacia nematicida contra -
L-I11, los taninos de A. pintoi tuvieron un efecto de 100% a 11.5%; con los TC de G.
ulmidifolia fue de 99.4% a 20.9%; los taninos de L. leucocephala afectaron entre
74.2% y 5.9% de los parasitos y los de M. esculenta de 100% a 14.7%; con
albendazol la eficacia resultd de 98.4% a 24.4%. En el experimento 2, los taninos de
A. pintoi mostraron eficacia larvicida de 98.8% a 32.3%,; con los de G. u/midifolia de
98.8% a 33.7%; los taninos de L. leucocephala afectaron 98.4% a 6.3% de las larvas
y los de M. esculenta 98.8% a 24.4%; albendazol elimind 98.7% a 29.5%. Se
concluye que los taninos mostraron alta eficacia sobre larvas L-ill de H. contortus a
las dosis de 45 y 4.5 ppm y nulo efecto ovicida.

1. INTRODUCCION
Los taninos condensados, polifenoles del metabolismo secundario de plantas,

juegan un papel significativo en la ganaderia, ya que pueden generar efectos
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benéficos en la digestion de proteinas, al reducir su digestibilidad en el rumen, y en
el metabolismo al disponer el animal de mayor calidad de proteina; no obstante lo
anterior pueden causar efectos detrimentales en la digestion de carbohidratos y en
el consumo voluntario (Barry and Manley, 1984; Barrey et al., 1986; Muller-Harvey et
al., 1988; Giner-Chavez, 1996). Estas propiedades ocurren al reaccionar los taninos
con las proteinas o carbohidratos, originando con’iplejos estables, dentro de ciertos
limites de pH, (Neucere et al., 1978; Meek and Weiss, 1979; Petersen and Hill, 1991;
Young et al., 1993; Waterman and Mole, 1994). Otro efecto benéfico de los taninos
es su actividad antiparasitaria. Se ha demostrado por Taylor and Murant (1966), que
algunos fenoles actuan sobre Longidorus elongatus, reduciendo su poblacion. Otra
evidencia de su efecto antihelmintico es el trabajo de investigacion de Hukkeri et al.
(1993), que con taninos extraidos del fruto de la granada controlaron a Taenia
solium y al Ascaridia galli. En adicion, se ha observado que los taninos pueden
controlar la parasitosis de bovinos infectados con Rhabdities bovis (Odongo and
D'Souza, 1989). Niezen et al/. (1995) mencionan que el desarrollo y dafio por los
parasitos en borregos esta asociado a la especie de forraje que pasten. Lo anterior
es probable si consideramos que los parasitos producen enzimas que facilitan sus
acciones de digestion de tejidos, digestidn extracelular, actividad anticoagulante,

evasion de la respuesta inmune, etc... (Rogers, 1982; Knox and Jones, 1990).

2. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue evaluar si los taninos condensados purificados de
forrajes tropicales, poseen eficacia ovicida y nematicida sobre huevos y larvas L-Ill
de Haemonchus contortus.

3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Extraccion y purificacion de taninos.
Los taninos condensados (TC), fueron extraidos de los forrajes Arachis pintoi,

Guazuma ulmidifolia, Leucaena leucocephala y Manihot esculenta con la técnica
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descrita por Giner-Chavez en 1996, con modificaciones, como se describid
previamente.

3.2. Soluciones patron.

Los TC purificados y el albendazol, fueron diluidos con agua destilada a una
concentracion de 500 ppm. De éstos se tomaron alicuotas para alcanzar
concentraciones de 50.0, 10.0, 3.33 y 1.11 ppm.

3.3. Aislamiento de huevos.

Utilizando la técnica de Nemeseri and Hollo (1961), los huevos se obtuvieron de
heces de un ovino pelibuey infectado con 5000 larvas-lll de H. contortus. La

concentracion se ajustd con agua hasta obtener aproximadamente 50 huevos en 0.2
mi.

3.4. Obtencion de larvas.

Las larvas fueron obtenidas de huevos extraidos de heces de un ovino previamente
infectado, con 5000 larvas (L-1ll) de H. contortus. El material fecal fue procesado por
coprocultivo. La identificacion del estadio larvario se realizé de acuerdo a sus
caracteristicas morfométricas (Whitlock, 1959). Las larvas se concentraron y
ajustaron en agua hasta tener aproximadamente una dilucion de 50 en 0.2m!

3.5. Medio de crecimiento.

El medio de crecimiento, se prepard con 10g de excretas de borrego, que fueron
molidas y llevadas a suspension con 100 ml de agua destilada; inmediatamente se
centrifugd por 5 minutos a 5000 x g. Los sobrenadantes fueron pasados a través de
un filtro para fiitracion rapida, recibiéndose en una probeta, aforandose con agua
destilada hasta alcanzar una densidad 6ptica de 1.8

3.6. Evaluacion nematicida.

Se empiled la técnica descrita por lbarra and Jenkins (1984). Para alcanzar una
concentracion final de 45, 4.5, 0.9, 0.3 y 0.1 ppm de los taninos y del albendazol
(nematicida de referencia), en cajas de plastico para cultivo de tejidos de 24 pozos
de fondo plano, se depositaron por cuadruplicado 0.04 ml de cada dilucion patron.
Seguidamente se incluyeron 0.2 ml del medio de crecimiento y la suspension de

huevos o larvas L-ll a razén de 0.2 mi a cada pozo. Con la finalidad de proporcionar
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una atmosfera humeda, se vertié agua destilada al rededor de los pozos, llevandose
las cajas a una estufa de cultivo para su incubacion a 27 °C. Como grupo control por
cada tipo de tanino y el albendazol se utilizaron 4 pozos conteniendo huevos o
larvas en solo medio de crecimiento.
La eficacia ovicida, se midié como el porcentaje de huevos sin eclosion larvaria a las
96 horas post exposicidn, con referencia al porcentaje de eclosién de larvas en los
pozos control.
La eficacia larvicida, se determind con base al porcentaje de L-llIl muertos (larvas en
posicion lineal sin movimiento), a las 96 horas post exposicion; con relacion al
porcentaje de larvas-Illl que sobrevivieron en los pozos testigo.
La eficacia ovicida y nematicida se calculd con la formula descrita por Forey ( 1988):

- (huevos o larvas en el control) - (huevos o larvas en los tratamientos)
E= X 100

( huevos o larvas en el control)

donde: E= eficacia ovicida o nematicida.

3.7 Analisis estadistico.

Para evaluar los resultados, se empled un diseno al azar en arreglo factorial 5X5.
Los factores fueron, los cuatro 4 tipos de taninos y el albendazol y las cinco dosis
evaluadas. Dado el empleo de porciones, para cumplir con los supuestos de
normalidad e independencia estadistica, las inferencias se realizaron de datos
transformados por arco seno de la raiz cuadrada de la porcion. EIl analisis de los

datos se realizé emplieando el paquete estadistico de! SAS (1990).

4. RESULTADOS.
4.1. Experimento1.
4.1.1. Eficacia ovicida.
La eficacia ovicida de los TC purificados se observa en el Cuadro 1. La actividad
ejercida contra huevos del trematodo en las diferentes concentraciones de taninos,
oscilo entre O y 2%, sin llegar a ser diferente, entre dosis ni entre grupos(p>0.05).
4.1.2 Eficacia nematicida.
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ta eficacia generada por los TC contra larvas infectantes de H. contortus, se
observa en el Cuadro 2. A. pintoi mostré una eficacia de: 100, 76.0 70.0, 65.5 y
11.5%, para las concentraciones de 45, 4.5, 0.9, 0.3 y 0.1 ppm respectivamente.
Estadisticamente los valores obtenidos con las dosis 4.5, 0.9 y 0.3 ppm, resultaron
similares (p>0.085). Los taninos de G. u/midifolia eliminaron larvas de H. contortus en
99.4, 87.3, §5.1, 34.2 y 20.9%, resultando similar la eficacia al emplear 0.3 y 0.1
ppm. Con TC de L. leucocephala la mortalidad resulté de 74.2, 71.0, 60.5, 20.4 y
5.9%, la eficacia de estos fue similar al emplear 45, 4.5y 0.9 ppm. Con los TC de M.
esculenta el efecto fue de: 100, 69.9, 84.7, 69.8 y 14.7%, resultando la respuesta
igual de eficaz (p>0.05) con 4.5 y 0.3 ppm. Con relacién a la eficacia mostrada por
albendazol, esta fue de 98.4, 92.4, 83.7, 59.8 y 24.4%. Con éste nematicida, la
mortalidad resulté igual (p>0.05) cuando se empled 4.5y 0.9 ppm.

4.2. Experimento 2.

4.2.1. Eficacia contra larvas L-Ill de H. contortus.

El cuadro 3 muestra los resultados promedio obtenidos. La eficacia con TC de A.
pintoi fue de 98.8, 83.5 70.6, 64.1 y 32.3%, respectivamente para 45, 4.5, 0.9, 0.3, y
0.1 ppm. La respuesta no fue diferente (P>0.05) al incluir 0.9 y 0.3ppm. E! efecto
por TC de G. ulmidifolia se presentd de la siguiente manera: 98.8, 86.0, 79.1, 54.6 y
33.7%; con estos, la mortalidad al adicionar 4.5 y 0.9 ppm resultd igual (p>0.05).
Con taninos de L. leucocephala la eficacia fue de 98.4, 87.4, 69.3, 52.0 y 6.3%; con
éstos la respuesta con cualquier dosis resulté diferente (p<0.05). Los TC de M.
esculenta_ eliminaron 98.8, 78.6, 56.5, 40.5 y 24.4%, resultando distinta la eficacia
con cualquier dosis (p<0.05). El albendazol mostréd la mayor eficacia (98.7%) con la
dosis mas aita. Con éste la respuesta con 0.3 y 0.9 ppm resulté estadisticamente
igual.

5. DISCUSION.
5.1. Experimento 1.
Algunas investigaciones coinciden en que antihelminticos como el albendazol tiene

efecto ovicida. Sin embargo, también se ha encontrado que la actividad se puede
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perder por incremento en la resistencia a los nematicidas, o cuando no se tiene
plena solubilidad in vitro (lbarra and Jenkins,1984; Maipanich et al., 1997).
Boersema et al. (1982), mencionan que in vitro, con 50 a 160 ppm de albendazol,
disminuye l|la solubilidad. Por |la caracteristica de auto oxidacion de los taninos
(Waterman and Mole, 1994), es probable algun grado de pérdida de solubilidad; sin
embargo, la falta de estudios con estos como ovicidas, y de acuerdo a los
resultados, se sugiere que el efecto sobre huevos de H. contortus es nulo.

Al evaluar el efecto nematicida sobre larva L-lIll de H. contortus, los taninos de A.
pintoi, y M. esculenta, mostraron alta eficacia, desde la dosis de 0.3 ppm. Con los de
G. ulmidifolia y los de L. leucocephala, se observd eficacia aceptable a partir de 0.9
ppm. Los resultados sugieren que la actividad de los taninos contra larvas L-lIl
puede variar, dependiendo de su origen y dosis. Variaciones por producto y nivel de
concentracion empleado, se observaron en algunos antihelminticos, sobre larvas de
H. contortus y otros nematodos por Ibarra and Jenkins (1984).

5.2. Experimento 2.

Con la finalidad de corroborar la eficacia larvicida obtenida en el primer experimento,
se realizé un segundo trabajo. En este los taninos de A. pintoi, G. ulmidifolia y L.
leucocephala mostraron eficacia superior a 50% a partir de 0.3 ppm. Cabe destacar
que los TC de M. esculenta fueron menos efectivos al incluir 0.3 ppm. Los resultados
sugieren que como algunos nematicidas, los taninos, tienen efecto diferente sobre
los parasitos. Ibarra and Jenkins (1984), observaron que el albendazol, tiabendazol
y mebendazol a dosis de .02, .01 y .04 mg I"' respectivamente afectaron al 50% de
larvas de H. contortus. En tanto que la fenotiazina y et febantel, requirieron 4.5y 6.5
mg I"' para afectar al mismo porcentaje de parasitos. En funciéon de la dosis, Ibarra
and Jenkins (1984) y Jenkins and Ibarra (1984), clasificaron a antihelminticos como
efectivos in vitro, cuando afectaron con 10 mg I el 50% o mas de los parasitos. Por
su respuesta, los taninos evaluados se pueden considerar de actividad aceptable ya
que con 4.5 ppm o menos, afectaron 50% o mas de las larvas. En adicion a los
resultados obtenidos, Taylor and Murant (1966), demostraron que extractos de S.

lorentzii (qQuebracho) y A. mollissima actuaron sobre el nematodo Longidorus
52



elongatus, reduciendo casi 50% su numero; en tanto que los acidos fendlicos tanico
y gallico, y el hidroxibenzdico, el catecol y la hidroxiquinona, aunque la reducen,
solo con catecol e hidroxiquinona se observé efecto significativo. No se conoce
ningun mecanismo por el que los taninos afectan a los parasitos, sin embargo, es
probable gque como los benzimidazoles, inhiban sistemas enzimaticos (Prichard et
al., 1978, Behm and Bryant, 1985), o que interactien con las proteinas estructurales
de la célula. Estos mecanismos probablemente no sean ajenos a los TC, ya que se
ha demostrado que estos actuan formando complejos con proteinas (Barry et al.,
1986; Giner-Chavez, 1996). Ademas hay que considerar que los parasitos liberan
proteinas durante los procesos de muda (Rogers, 1982; Knox and Jones, 1990;
Wharton, 1991, Echevarria et a/, 1992), sobre ias que pueden actuar los TC. Se
concluye que los taninos evaluados en este experimento mostraron aceptable
actividad nematicida sobre larvas L-Ill de H. contortus y nula eficacia ovicida.
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Cuadro 1

contortus™.

Porcentaje de ef”cacua ovncnda in wtro por tanlnos condensados sobre huevos de H

T Tanino

Dosis ppm

bendazol®

45.0

4.5

0.9

0.3

0.1

Literales distintas en la misma columna indican diferencia (P<0.05).
*Error estandar 0.7.
'Eficacia promedio de 4 repeticiones.

Cuadro 2

Porcentaje de eficacia nematicida in vitro de taninos condensados sobre larvas L-lI

de H. contortus™ (Exp. 1).

Tanino

Dosis ppm | A. pintoi' | G. ulmidifolia® | L. leucocephala’ M. esculenta’ | Albendazol’
% % , % % %
45.0 100.0 a 99.4 a 74.2 a 100.0 a 98.4 a
4.5 76.0b 87.3 b 71.0a 69.9 b 92.4 b
0.9 70.0b 551c 60.5 a 84.7 c 83.7 b
0.3 65.5b 34.2d 20.4 b 69.9 b 598 c
0.1 11.5¢c 20.9d 59c 14.7 d 244 d

Literales distintas en la misma columna indican diferencia (P<0.05).
*Error estandar 4.3.
‘Eficacia promedio de 4 repeticiones
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Cuadro 3

Porcentaje de eficacia nematicida in vitro de taninos condensados sobre larvas L-1ll

de H. contortus (Exp. 2).

Tanino

L. Ieucpcephala'

Dosis ppm | A. pintoi’ | G. ulmidifolia’ M _e_séu/enta‘~ Albendazol’
% % - %
450 988 a 988 a 98.4a 8.8 98.7 a
25 8356 8605 87.4b 7865 5126
0.9 70.6 c 79.1b 69.3 c 56.5c 71.1c¢c
Q.3 64.1 c 546 c 52.0d 40.5d 58.5c
0.1 32.3d 33.7 d 6.3 e 24 .4 e 295d

Literales distintas en la misma columna indican diferencia (P<0.05).
*Error estandar 4.1.
'Eficacia promedio de 4 repeticiones.
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APENDICE

Analisis de varlanza con datos transformados (raiz cuadrada) para
precipitacion de protema R

Q .

Origen de la variacion - libertad Cuadrado medio
Tanino ‘ 5 T49.1892e
Proteina 3 82.64320

PH 1 04.1227e
Tanino " pH 5 S 'O“2i‘8:1‘500
Tanino "'prétefnkav 14 o ;'1"3."1'91 Ze
Proteina *pH . 3 . 217418
Tamno protelma pH S12e ’:\" 02 1327+

Error- = 131 00.0948

-Sngmfcanma estadistica a una probabilidad menor de 0.05

Analisis de varianza para digestibilidad ruminal de forrajes
Origen de la variacion G. libertad -Cuadrado medio

Digestibilidad Medicago sativa

Tratamiento 4 0353.7212e
Tanino 1 vs tanino 2 1 1319.1285e«
Residual 3 0557.6166
Error 25 0013.6005
Digestibilidad Brachiaria decumbens

Tratamiento 4 0372.0090e
Tanino 1 vs tanino 2 1 0022.7565e
Residual 3 0131.5885
Error 25 0012.3306

eSignificancia estadistica a una probabilidad menor de 0.05
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Analisis de varianza de datos transformados (arco seno de la

raiz cuadrada) para eficacia ovicida y nematicida

Origen de la variacion G. libertad Cuadrado medio
Eficacia ovicida (exp 1)

Tanino . 4 52.7555e
‘Dosis . : 4 30.2414e
Tanino *

dosis . . 16 20.7804e

‘Error L , 75 20.6489
Eficacia Nematicida (exp. 1)

Tanino : a4 01157.2910e
Dosis - A 10163.6805e
Tanino * dosis _ 16 00242.3575e
Error 78 00036.9548
Eficacia nematicida (exp 2) . ‘ i

Tanino ' 4 00232.2612
Dosis 4 ‘ 09064.2543«
Tanino * dosis 16 00081.8059e
Error 75 00035.6128

eSignificancia estadistica a una probabilidad menor de 0.05
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