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Efecto de los taninos de Albizia lebbekoides en la fermentacion in vitro del
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Para evaluar el efecto de los taninos de la leguminosa arbustiva Albizia lebbekoides en la fermentacion in vitro del pasto estrella (Cynodon
nlemfuensis), cuando se usa como suplemento para la época de seca, se determind la produccién de gas in vitro hasta las 72 h, los parametros
cinéticos de la fermentacion, segin el modelo exponencial Y= D*{1-Exp [-C*(Hora-L)]} y el residuo no fermentado para estimar la
degradabilidad aparente de la materia seca. Se empled un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial (4 x 2), donde el factor A fue
la dieta evaluada: pasto estrella (100 %), albizia (100 %), pasto estrella + albizia (15 %) y pasto estrella + albizia (30 %), y el B la inclusion
de polietilenglicol para inactivar los taninos, para un total de ocho tratamientos. La fermentacion de los forrajes mostré que a partir de las
12 h, la produccién de gas del pasto estrella fue mayor que la de la leguminosa (P < 0.05). Sin embargo, en los tratamientos donde se mezclaron
las dos especies vegetales no se afecto la produccion de gas respecto al pasto estrella, excepto entre las 12 y 24 h de incubacion para el nivel
de inclusion de 30 %. El potencial de produccion de gas de albizia (38.7 mL) fue mucho menor que el del pasto estrella (88.4 mL) y al elevar
el nivel de inclusion de la leguminosa, se redujo el potencial y la tasa fraccional de produccion de gas de la dieta. La fase Lag mostro tendencia
a disminuir, a medida que se incrementd el nivel de inclusion de la leguminosa (de 40.1 para pasto estrella a 32.3 en pasto estrella+albizia 30%).
La degradabilidad aparente de la materia seca disminuy6 segdn se increment6 el nivel de inclusion de la leguminosa. Se concluye que la
inclusion de dos niveles de Albizia lebbekoides no afecté la fermentacion de la dieta basada en Cynodon nlemfuensis, excepto al nivel de 30 %,
entre las 12 y 24 h de incubacion. Sin embargo, si se afectaron los indicadores cinéticos potencial de produccion de gas, tasa fraccional y fase

Lag. Los taninos afectaron la produccion de gas e influyeron en los parametros cinéticos de la fermentacion.
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Las leguminosas arbdreas tropicales tienen
estructuras fibrosas mas digestibles y altos contenidos
de proteinas y minerales, por lo que se pueden utilizar
como suplementos proteicos en sistemas ganaderos con
alimentacién basada en pastos. Ademas, aportan
nutrientes y mejoran las caracteristicas fisico-quimicas
del suelo, brindan sombra a los animales y servicios
medioambientales, como la captura de carbono de la
atmosfera (Milera et al. 2006) y la reduccion de la
emision de gases que, como el metano, tienen efecto
invernadero (Ramirez-Restrepo y Barry 2005).

En el periodo seco, la disponibilidad de pastos tropicales
disminuye, y el uso de estas leguminosas es de mayor
importancia para la alimentacion del ganado. La especie
mas extendida en los sistemas ganaderos es Leucaena
leucocephala (Lam.), aunque existen muchas otras que
potencialmente se podrian emplear como suplemento al
pasto base (Rodriguez 2004 y Raghuvansi et al. 2007).

La Albizia lebbekoides, como otras especies de le-
guminosas arboreas, tiene alto contenido de compuestos
secundarios con propiedades antinu-tricionales, funda-
mentalmente taninos condensados, que limitan su uso
como alimento animal (Rodriguez et al. 2006). Frecuen-
temente, la técnica de produccién de gas in vitro se com-
bina con un agente inactivador de taninos como el
polietilenglicol (PEG) para evaluar la actividad de taninos
en la fermentacion ruminal de &rboles y arbustos tropi-
cales (Ben Salem et al. 2005 y Makkar 2005). La afini-
dad de los taninos al PEG es mayor que las de las otras
moléculas presentes en la solucion de incubacion y el
sustrato fermentado, por lo que los taninos son inactivados

y el tratamiento con PEG funciona como un control «li-
bre de taninos» (Muetzel y Becker 2006).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
los taninos de A. lebbekoides en la fermentacion in vitro
del pasto Cynodon nlemfuensis, cuando se emplea como
suplemento para la época de seca.

Materiales y Métodos

El pasto Cynodon nlemfuensis (pasto estrella) y la
leguminosa arborea A. lebbekoides (albizia) se
recolectaron durante el periodo seco en las areas
experimentales del Instituto de Ciencia Animal (ICA),
ubicado en San José de las Lajas, Cuba, a22°58 N y 82°
09"W. Se recolectaron fundamentalmente hojas y tallos
jévenes de la graminea, y hojas y peciolos de ejemplares
de albizia con varios afios de establecimiento en el
Arboretum del Instituto. EI material vegetal se secé a
60 °C durante 72 h, se molié en molino de martillo a
tamafo de particula de 1 mm y se conservd adecuada-
mente en bolsas de nailon selladas. En la tabla 1 se
muestra la composicién quimica de las especies que se
evaluaron.

Table 1. Composicion quimica de los forrajes in-
cubados (% de la MS)

Indicador  Pasto Estrella Albizia
MO 96.8 93.0
N 9.7 28.6
FND 72.9 48.1
FAD 37.9 31.3
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Se empleo la técnica in vitro de produccion de
gas en botellas de vidrio, descrita por Theodorou et
al. (1994) y modificada por Rodriguez et al. (2008).
Se incub6 1 g de las muestras en botellas de 100 mL
selladas. Como indculo se empled una mezcla del
contenido ruminal de dos toros canulados en rumen,
que consumian ad libitum forraje de gramineas y
tenian libre acceso a agua.

Se empled un disefio experimental completamente
aleatorizado con arreglo factorial (4 x 2). El modelo
factorial correspondi6 a los factores dieta (4) e
inactivacion o no de los taninos (2), para un total de
ocho tratamientos. Se considerd cada botella como
una unidad experimental. Para el anlisis de varianza
se utilizo el paquete Infostat (Balzarini et al. 2001), y
cuando hubo diferencias (P < 0.05) las medias de los
tratamientos se compararon por la décima de Duncan
(1955).

Las dietas evaluadas fueron pasto estrella (100 %),
albizia (100 %), pasto estrella + albizia (15 %) y pasto
estrella + albizia (30 %). Para determinar el efecto de
los taninos, las dietas se incubaron solas o con 0.5 g de
PEG de peso molecular 6000 (PEG-6000), para ocho
tratamientos en total. También se incubaron cuatro
botellas sin sustrato como blancos.

La produccioén de gas acumulada se midi6 en las bo-
tellas a las 2, 6, 12, 24, 36, 48, y 72 h. Al finalizar la
incubacidn, se abrieron las botellas y el contenido se filtro,
previamente pesado, a través de un papel de filtro de
filtracion rapida.

Los andlisis quimicos de materia seca (MS), materia
organica (MO) y proteina bruta (PB) se realizaron segun
AOAC (1995). La fibra neutro detergente (FND) y la
fibra &cido detergente (FAD) se determinaron segun el
procedimiento de van Soest et al. (1991).

Para estimar la cinética de la fermentacion in vitro,
la produccién de gas acumulada se ajusto iterativamente
al modelo propuesto por Krishnamoorthy et al. (1991):

Y (t) = D* {1-Exp[-c*(t-L)I}
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Donde:

Y = Produccion de gas acumulada (mL g* MO
incubada) a un tiempo de incubacion t (h)

D = Potencial de fermentacion del tratamiento en las
condiciones de incubacion (asintota de la curva, mL g*
MO incubada)

¢ = Ritmo fraccional de fermentacion (h?)

L = fase Lag de la fermentacion (h)

Se determiné la desaparicion aparente de la MS
(DAIVMS) como la diferencia entre la MS incubada y
el residuo solido de la fermentacion.

Resultados y Discusién

Se encontrd interaccion entre los factores dieta e
inactivacion de taninos por inclusién de PEG para la
produccién de gas acumulada (P < 0,05) en todos los
horarios de muestreo (tabla 2). La fermentacion de
los forrajes solos mostré que albizia produjo més gas
en las primeras dos horas de incubacion que el pasto
estrella. A las seis horas, no hubo diferencias entre
albizia y pasto estrella, pero a partir de las 12 h la
produccién de gas de la graminea fue mayor que la
de la leguminosa (P < 0.05), duplicadndola a las 48 h
de incubacion. Los tratamientos donde se combina-
ron las dos especies vegetales no afectaron la pro-
duccion de gas con respecto al pasto base, excepto a
las 12 y 24 h de incubacion, cuando se sustituyd la
graminea por 30 % de albizia.

El tratamiento de pasto estrella + PEG in-
crementd la produccién de gas, con respecto al
forraje incubado solo, en todos los tiempos de
incubacion. lgual comportamiento mostrd el
tratamiento de albizia + PEG, respecto a la
leguminosa sin PEG, a partir de las 24 h de
incubacion. Los tratamientos donde se combinaron
ambos forrajes no mostraron diferencias, excepto
cuando el nivel de inclusién de la leguminosa fue
de 30 %, donde al incluir PEG se incrementd la
produccién de gas entre las 12 y 24 h.

Tabla 2. Efecto de la interaccién entre las dietas evaluadas y la inclusion o no de PEG
en la produccion de gas in vitro (mL g* MO incubada).

Tratamiento Inclusion Horas
de PEG 2 6 12 24 48 72
Albizia No 12.9¢ 21.2b¢ 2572 28.48 34.82 37.4%
Si 11.8b¢ 19.78¢  27.09% 37.7° 485 54.7°
Pasto estrella No 9.3  18.8% 334° 6439 80.6% 87.3«
Si 12.00c  22.1¢ 38.5¢ 73.3° 92.8° 101.7¢
Pasto estrella + No  10.8%c 19.7%¢ 326 6379 83.6¢ 92.5¢
Albizia (15%) Si 105® 18.7% 314 6260 827¢ 90.5%
Pasto estrella + No 10.4%  18.22 27.6% 537° 73.7° 83.2°
Albbizia (30%) Si 10.1%  19.4% 317 6049 0.0 89.2¢
EE () 1.34 2.17 742 11.05 19.17 23.12
Significacion * * * * * *

Las letras se corresponden a diferencias significativas entre medias de una misma

columna (P<0.05) *P<0.05
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La presencia de taninos se asocia con menor dispo-
nibilidad bioldgica de varios nutrientes (Makkar et al.
1995) porque forman complejos con las proteinas, la fi-
bra y otras macromoléculas e iones metalicos mediante
puentes de hidrégeno, interacciones hidrofobas, enlaces
ionicos y enlaces covalentes (Schofield et al. 2001). La
unién del PEG con los taninos libera esos nutrientes, y
estos pueden ser fermentados por los microorganismos
ruminales.

La accion del PEG en los taninos libres también
puede eliminar o reducir la actividad anti-
microbiana de estos compuestos y las afectaciones
en las primeras fases del crecimiento de
determinados grupos microbianos importantes,
como los celuloliticos (McSweeney et al. 2001a).
El incremento en la adherencia microbiana al
alimento y la produccidn de gas con la inactivacion
de estos compuestos (Bento et al. 2005) pueden
estar relacionados con el aumento en la produccion
de acidos grasos voléatiles, cambios en las
proporciones molares en que se producen estos
acidos o con la combinacion de ambas cosas
(Blimmel y @rskov 1993). Sin embargo, el estudio
del efecto de los taninos en los microorganismos
del rumen es muy complejo y pocas veces
concluyente, ya que se trata de un ecosistema en
el que conviven e interaccionan distintas
poblaciones microbianas que pueden diferir,
ampliamente, en su grado de tolerancia a estos
compuestos (McSweeney et al. 2001a y b).

El efecto de los taninos en A. lebbekoides ha
sido referido en trabajos anteriores (Rodriguez
2004 y Rodriguez et al. 2008). Aunque no es usual
su estudio, se conoce la presencia de taninos en
gramineas (Herrera 2006) y existen informes de
la presencia de estos compuestos en plantas del
género Cynodon (Mufioz y Gutiérrez 2007), asi
como de otros metabolitos secundarios activos
(Sindhu et al. 2009).

En la tabla 3 se muestran los pardmetros
cinéticos de la fermentacion in vitro de los ocho
tratamientos. El potencial de produccidn de gas de
albizia fue menor que el del pasto estrella, y al
incluir la leguminosa, al 15 como al 30 %, se redujo
el potencial de produccion de gas de la dieta, lo
que estad relacionado con la sustitucion de un
material méas fermentable por uno menos
fermentable (tabla 2). Ademas, la inclusién de
albizia como suplemento mostré una tendencia a
disminuir la tasa fraccional de produccion de gas,
a medida que se incremento el nivel de inclusién.
Estos resultados podrian estan relacionados con
los altos contenidos de taninos condensados totales
de esta leguminosa (Rodriguez 2004).

La fase Lag tendio a disminuir a medida que se
incrementd el nivel de inclusion de la leguminosa. Esta
fase Lag se caracteriza por la identificacion o
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Tabla 3. Parametros cinéticos de los tratamientos evaluados.

Inclusion Parametros cinéticos (+EE)

Tratamientos de PEG S c 3 R?
Albizia No 38.7 0.034 -16.8 96.7
(0.93) (0.006) (4.84)
Si 56.6 0.037 -5.3 99.4
(0.70) (0.003) (1.24)
Pasto estrella No 88.4 0.055 1.7 99.3
(0.96) (0.004) (0.69)
Si  103.3 0.051 1.3 99.4
(1.15) (0.003) (0.73)
Pasto estrella + No 94.5 0.047 1.3 99.4
Albizia (15%) (1.14) (0.003) (0.78)
Si 92.3 0.049 1.6 99.3
(1.13) (0.003) (0.77)
Pasto estrella +  No 85.9 0.042 0.8 99.4
Albizia (30%) (1.21) (0.003) (0.40)
Si 91.4 0.045 1.0 99.5
(1.07) (0.003) (0.36)

reconocimiento, adaptacién y preparacion de la maqui-
naria enzimatica de los microorganismos para crecer y
utilizar el sustrato disponible en una nueva condicion
ambiental que se le impone (Yoon y Stern 1995). Los
bajos valores de la fase Lag en la cinética de fermenta-
cion de la leguminosa pueden responder, en parte, a la
disponibilidad de nutrientes de facil fermentacion o a una
rapida adaptacion de los microorganismos al forraje ofre-
cido. Esto justifica fases Lag muy breves, cercanas a
cero, que el paquete informético puede ajustar a valores
negativos. Este artificio matemético también se ha cons-
tatado en dietas con elevados ritmos fraccionales de fer-
mentacion (Gonzélez-Ronquillo et al. 1998 y Rodriguez
2004).

En cuanto a la influencia de la inactivacion de los
taninos con el PEG en los pardmetros cinéticos de la
fermentacion, los mayores efectos estuvieron en el
incremento del potencial de produccién de gas (D) en
los tratamientos donde se incubaron los forrajes solos.
También la tasa fraccional de produccion de gas se
incrementd con la inclusion del PEG, con excepcion de
los tratamientos de pasto estrella, con PEG y sin él. Sin
embargo, la fase Lag solo mostré tendencia a disminuir
con la inclusion del PEG en el pasto estrella, aspecto
que coincide con el efecto de los taninos del pasto estrella
en la produccion de gas a las 2 h de incubacion, y podria
estar relacionado con la mayor incidencia de estos
compuestos secundarios en la fermentacion de los
nutrientes solubles de la graminea o en el proceso de
colonizacion inicial de la fraccion insoluble del sustrato.
El resto de los tratamientos mostraron una tendencia a
incrementar su fase Lag, aunque en todos los casos fue
menor a las dos horas de incubacion.

Trabajos previos reconocen que los taninos reducen
la tasa fraccional y el potencial de produccion de gas
(Makkar et al. 1995 y Hervas et al. 2000) y que la
adicion de PEG incrementa ambos indicadores de la
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fermentacion ruminal (Mbugua et al. 2008). Sin embar-
go, Getachew et al. (2008) encontraron que el acido
galico y el acido tanico reducen la tasa fraccional de la
fermentacidn, pero incrementan el potencial de produccion
de gas. Estos autores plantearon que las diferencias en
el efecto de los taninos en los pardmetros cinéticos se
pueden atribuir a las caracteristicas intrinsecas de los
forrajes evaluados. La extension del efecto de estos
compuestos polifendlicos en la fermentacion dependera
también de la cantidad y la estructura de los taninos de
cada especie vegetal, debido a que la actividad biol6gica
de estos compuestos es dependiente de estos dos
aspectos (Patra y Saxena 2009).

No se encontro interaccion entre los factores
evaluados en la DAIVMS (P=0,1305) ni hubo efecto
del factor inclusion de PEG (P=0,3556). Al inactivar los
taninos a través del PEG, se debe incrementar la
disponibilidad de nutrientes (MO fermentable) y decrecer
la inhibicién microbiana que ejercen estos compuestos,
lo que sustentaria la suposicion de que se debe
incrementar la degradabilidad del sustrato. Sin embargo,
la falta de respuesta al PEG en la DAIVMS ya ha sido
informada por otros autores (Jones et al. 2000 y Tiemann
et al. 2008). Se conoce que los complejos PEG-taninos
son insolubles en la mayoria de los solventes
convencionales, precipitan con el residuo solido de la
fermentacion, afectan las determinaciones gravimétricas
y hacen que se subestime el valor real de la desaparicion
de sustrato por accién de la fermentacién microbiana.
Segun Jones y Palmer (2000), este efecto es mayor
en aquellas especies con mayores contenidos de
taninos.

En latabla 4 se muestran las diferencias en DAIVMS
de las dietas que se evaluaron (P < 0.001). Albizia fue la
especie de menor degradabilidad aparente y el pasto
estrella la de mayor DAIVMS. Se observo que a medida
que se incrementd el nivel del albizia, disminuyé la
degradabilidad aparente de la dieta. Rodriguez (2004)
informo6 una baja DAIVMS de albizia a las 24 h de
incubacion (6.4 %), que en el presente trabajo es con-
sistente con la baja produccién de gas y el bajo potencial
fermentativo de esta especie (tablas 2 y 3). Ademas, se
debe destacar que en todos los casos la DAIVMS fue
baja, lo cual se puede deber a la relacion inversa que
existe entre los contenidos de FND, lignina y compues-

Tabla 4. Comportamiento de la DAIVMS (%) de los
tratamientos evaluados.

Dieta evaluada DAIVMS (%)

Albizia 13.8°
Pasto estrella 40.1¢
Pasto estrella + Albizia (15%) 37.1°
Pasto estrella + Albizia (30%) 32.3°
EE (¥) 0.71
Significacion Fokx

Las letras se corresponden a diferencias significativas
entre medias (P <0.05). ***P <0.001
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tos fenolicos con la digestibilidad (Ammar et al. 2005 y
Sallam et al. 2010).

En muchos estudios se asume que existe una relacion
directa entre la tasa fraccional y extensién de la
produccion de gas, y la tasa fraccional y extension de la
degradacion del forraje. Sin embargo, los conceptos
actuales de la nutricion tienen en cuenta que la biomasa
microbiana es también un producto de la fermentacion,
que su proporcidn no es constante, debido a que depende
del rendimiento microbiano por mole de ATP generado
durante la fermentacion (Y ), y que existe una relacion
inversa entre la produccion de gas (y por tanto de AGV)
y la de biomasa microbiana por unidad de materia
orgénica verdaderamente fermentable (Makkar 2005).
Por ello, en posteriores trabajos se debe incluir la
determinacion de la biomasa microbiana, para evitar
seleccionar forrajes o dietas en contra de la maxima
sintesis de biomasa microbiana.

Se concluye que la inclusion de dos niveles de Albizia
lebbekoides no afectd la fermentacion de la dieta a base
Cynodon nlemfuensis, excepto al nivel de 30 %, entre
las 12 y 24 h de incubacion. Sin embargo, si afectd los
indicadores cinéticos potencial de produccion de gas, tasa
fraccional y fase Lag. Los taninos de ambas especies
vegetales afectaron la produccion de gas e influyeron
en los pardmetros cinéticos de la fermentacion.
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