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Introduccion

En América tropical se ha dado énfasis a la
evaluacién de leguminosas arbustivas como
Leucaena, Gliricidiay Erithrina, que crecen bien
en suelos de moderada acidez con bajos niveles
de aluminio intercambiable (Perdomo, 1991).
Debido a la importancia de la ganaderia en areas
tropicales con sueios acidos de baja fertilidad, se
considera importante seleccionar leguminosas
arbustivas que se adapten a estas condiciones.
El Programa de Forrajes Tropicales del CIAT ha
identificado leguminosas arbustivas promisorias
para suelos acidos con altos niveles de aluminio
(Perdomo, 1991). Sin embargo, algunas de
estas especies contienen taninos, lo que puede
limitar su uso como plantas forrajeras. Es
necesario, en consecuencia, determinar qué
tanta variabilidad existe en el contenido de
taninos de las especies con mejor
comportamiento agronémico.

Para evaluar y seleccionar leguminosas
forrajeras tropicales con base en el contenido de
taninos, es necesario emplear métodos de
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conservacion de muestras, que alteren lo menos
posible el nivel y la actividad biolégica de los
taninos presentes en el tejido vegetal. Los
estudios realizados con leguminosas de zonas
con clima templado, muestran que el método de
secado de las muestras afecta el nivel de taninos
condensados extractables (TCE). Muestras
liofilizadas de Lespedeza cuneata presentaron
mayor nivel de taninos extractables que muestras
secadas en horno (Terrill et al., 1990). La
reduccion del nivel de taninos de las muestras
secadas en horno puede deberse a que el calor
induce la polimerizacién de los taninos, o0 a que
éstos forman complejos con la protefna y la fibra
de la planta (Terrill et al., 1990 y 1992).

El presente trabajo tuvo como objetivo
estudiar el efecto de varios métodos de
conservacion de muestras de leguminosas
tropicales en el nivel, grado de polimerizacién y
distribucién de taninos en el tejido vegetal y en
la capacidad de éstos para reaccionar con
proteina.

Materiales y métodos

Para estudiar el efecto de los métodos de
conservacién de las muestras de tejido en el
contenido con taninos, se utilizaron leguminosas
arbustivas: Calliandra spp., Flemingia
macrophylla, Phyllodium spp. y Tadehagi spp., ¥
una leguminosa tipo enredadera: Dioclea
guianensis. Para estudiar el efecto del método
de secado en distribucién de taninos en el tejido
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se incluy6é Desmodium ovalifolium. Las
leguminosas, con edad de rebrote variable, se
cosecharon en la estacién CIAT Quilichao,
durante la época de minima precipitacion.

Después de la cosecha, el forraje se separé6
en hojas y tallos; posteriormente, dos
submuestras de hojas frescas de cada
leguminosa se sometieron a los tratamientos
siguientes:

T1: Hojas frescas y congeladas (muestras
congeladas que se maceraron en presencia
de nitrdgeno liquido al momento de realizar
los andlisis de taninos).

T2: Hojas secadas por liofilizacién, a las cuales
se les extrajo humedad al vacio.

T3: Hojas secadas en horno por 48 horas a una
temperatura de 60 °C.

Las muestras secas (liofilizacién y horno) se
molieron con una malla de 1 mm y se empacaron
en bolsas plasticas para los andlisis de nivel y
actividad biol6gica de los taninos. Los métodos
utilizados para el andlisis de los taninos se
describen a continuacién.

Andlisis de taninos extractables. Para
determinar el nivel de taninos condensados
extractables (TCE) en las leguminosas se emple6
el método de n-Butanol-HCI (Porter et al., 1986).
La extraccién de taninos se hizo con una solucién
acuosa de metanol (70%), con acido férmico
(0.5%) y con &cido ascérbico (0.05%). El nivel
de taninos extractables de cada leguminosa se
calculd con base en un estandar de taninos
purificados. La purificacién de los taninos se
basé en el método de Asquith and Buttler (1985),
modificada por Hagerman (sin publicar) para
taninos de Quebracho. Iniciaimente se extrajeron
taninos de las leguminosas liofilizadas con la
solucion acuosa de metanol (70%) utilizada en
analisis previos. Este extracto de taninos se
disolvié con etanol (50%) y la solucién se
centrifugé. La fraccién sobrenadante se mezclé
con Sephadex LH-20 y se lavé con etano! (96%)
hasta obtener un color claro en la primera
fraccion, y oscuro en el Sephadex. Este tltimo
se lavé con acetona (50%) y el sobrenadante se
recuperd por filtracién. Después tle sucesivos
lavados con éter dietilico, la solucién acuosa (i.e.,
taninos purificados), una vez congelada y
liofilizada, se conservé en un desecador dentro
de un congelador.
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Distribucién de taninos en el tejido vegetal.
La distribucién de los taninos en el tejido vegetal
en muestras de leguminosa secadas en horno y
liofilizadas se determiné con el método de Terrill
et al. (1992). Con este método se midi6 la
proporcion de TCE y de taninos ligados a la
proteina y a la fibra de la planta. El
procedimiento modificado involucré la extraccién
en una primera etapa de taninos libres con una
solucion acuosa de metanol (70%), acido férmico
(0.5%) y &cido ascérbico (0.05%). Para
solubilizar la proteina ligada a taninos, al residuo
de esta extraccion se le adicion6 una solucién de
sodio dodecil sulfato (SDS) (1%) y
mercoptoetanol (5%). Para medir los taninos
ligados a la fibra, el residuo resultante se sometié
a ebullicién con Butanol-HCl y SDS. Por tltimo,
los taninos de cada leguminosa se purificaron
para preparar soluciones estandar en solucién
acuosa de metanol que se usaron para medir los
TCE, y en SDS para medir los taninos ligados a
la proteina y a la fibra.

Actividad biolégica de los taninos. Para
medir el efecto de los métodos de conservacion
en la actividad biolégica de los taninos
condensados de cada una de las leguminosas,
se utilizé el método de difusién radial de
Hagerman (1987), modificado por Lareo et al.
(1990). Con este método fue posible medir la
capacidad de los TCE para precipitar la proteina
de origen animal (BSA).

Polimerizacién relativa de taninos. El grado
de polimerizacién relativa de los taninos
condensados en las hojas de las leguminosas
sometidas a diferentes tratamientos de
conservacion, se determiné con un método
desarrollado en el CIAT por Lareo (Lareo,
comunicacién personal). Con este método se
determina la relacién entre la pendiente de una
curva estandar de taninos purificados de la
leguminosa en estudio y la pendiente de la curva
estandar de un monémero (catequinas). El grado
de polimerizacién relativo (GPR) de los taninos
de las leguminosas se calculé utilizando la
siguiente férmula:

Pendiente de la curva estandar

de los taninos de la muestra
GPR =

Pendiente de la curva del monémero (catequina)



Andlisis estadistico. Los resultados de la
determinacién de los taninos se sometieron a un
andlisis de varianza, utilizando la especie de
leguminosa, el método de conservacién y su
correspondiente interaccion como fuentes de
variacion.

Resultados y discusion

Nivel de taninos condensados extractables.
Los resultados mostraron que el nivel de TCE
varié en forma significativa (P < 0.01), debido al
método de conservacion de las muestras y a la
especie de leguminosa (Cuadro 1). Las
muestras de leguminosa liofilizadas presentaron
el mayor contenido de TCE (P < 0.05), seguido
por las muestras secadas en horno y las
muestras frescas en congelacién. A pesar de
que se encontré una interaccién significativa de
la especie de leguminosa con el método de
conservacién, Phyllodium spp. presenté el mayor
nivel de TCE y Calliandra spp. el menor, en
forma independiente del método de conservacion
empleado.

En estudios con leguminosas tropicales (Ahn
et al., 1989) y con leguminosas de climas
templados (Terrill et al., 1990) se encontré que el
nivel de TCE fue mayor en muestras liofilizadas
que en muestras secadas en horno. Terrill et al.
(1990) también encontraron en Lespedeza
cuneata que el nivel de TCE fue mayor en

Cuadro1. Efecto del método de conservacion de
muestras de hojas frescas de leguminosas en
el porcentaje de taninos condensados

extractables (TCE)*.
Leguminosas Método de conservacién
(No. CIAT) Congelada Liofilizada Secada
en hormno
(TCE, %) (TCE,%) (TCE, %)
Calliandra spp. (20401) 4.2 10.9 7.9
Dioclea guianensis (19391) 10.9 16.0 15.4
Flemingia macrophylla(17403) 10.8 16.7 12,5
Phyllodium spp. (23998) 19.2 222 195
Tadehagi spp. (13269-274) 16.4 18.4 12.2
Promedio 123c¢c*™* 16.8a 13.5b
E.SM.=0.14

La Interaccién leguminosa x método de conservacién (P < 0.0001).
* Determinado por el método de Butanol-HCI (Porter et al., 1986).

** Promedios en una misma fila seguidos por letras iguales no difieren
entre si (P < 0.05), segun la prueba de Duncan.

muestras liofilizadas que en muestras frescas
congeladas, independiente del nivel de taninos
en la planta. La manipulacién de muestras
congeladas conlleva a la formacién de un medio
acuoso, ideal para la formacién de complejos de
taninos con protelna y fibra (Terrill et al., 1990).
Es posible que en el presente estudio la
maceracion de las muestras congeladas, aun en
presencia de nitrégeno liquido, favoreci6 la
liberacién de taninos, ios cuales a su vez
reaccionaron con proteinas y fibra de la planta.

Actividad biolégica de los taninos. La
actividad biolégica mas importante de los taninos
es su astringencia o capacidad de precipitar
proteina. Los resultados de la actividad biolégica

" de los taninos de leguminosas sometidas a

diferentes métodos de conservacién se
presentan en el Cuadro 2. La reactividad de los
TCE con proteina animal (BSA/100 g de MS) fue
mayor (P < 0.05) en muestras liofilizadas que en
muestras secadas en horno y que en muestras
frescas congeladas. El ordenamiento de las
leguminosas en funcién de la capacidad de los
taninos de precipitar proteina, fue diferente con
los tres métodos de conservacion de muestras.
Sin embargo, los TCE de Calliandra spp., D.

Cuadro2. Efecto del método de conservacién de hojas
frescas de leguminosas en la capacidad de los
taninos condensados extractables para
precipitar proteina de origen animal.

Leguminosas Método de conservacién

(No. CIAT) Congelada Liofilizada  Secada
en horno
(Proteina precipitada (g/100 g de MS))*

Calliandra spp. 21.8 422 38.8
(20401)
Dioclea guianensis 24.2 20.2 275
(19391)
Flemingia macrophyila 6.9 10.2 7.7
(17403)
Phyllodium spp. 12.4 16.7 1.3
(23998)
Tadehagi spp. 21.8 34.8 213
(13269-274)
Promedio 17.4c™ 26.4a 21.3b
E.SM.=0.23

La interaccién leguminosa x método de conservacion fue significativa
(P <0.0001).

* Determinada por el método de difusién radial de Hagerman (1987).

** Promedios en una misma fila seguidos por letras iguales no difieren
entre si (P < 0.05), seguin la prueba de Duncan.

~
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guianensis y Tadehagi spp. precipitaron méas
proteina que los TCE de F. macrophyllay
Phyllodium spp.

Cuando los resultados de la actividad
biol6gica de los taninos de las leguminosas se
expresaron como proteina precipitada/g de
tanino, se encontré que no hubo efecto
(P > 0.05), debido al método de conservacion,
siendo el promedio a través de las leguminosas y
de los métodos de conservacién de 1.8 g de
protefna ligada/g de tanino. Sin embargo, fue
evidente que los taninos de Calliandra spp.
fueron més reactivos con protefna (4 a 5 g de
protelna ligada/g de tanino) que los taninos de F.
macrophyllay Phyllodium spp. (0.6 g de proteina
ligada/g de tanino). La mayor afinidad de los
taninos de Calliandra spp. con protefna (BSA)
pudo deberse a la presencia en esta leguminosa
de taninos hidrolizables y condensados (Cano,
1993).

Polimerizacion relativa de taninos. La
polimerizacion relativa de los taninos de las
leguminosas varié como consecuencia del
meétodo de conservacién de las muestras y de la
especie de leguminosa (Cuadro 3). Las
leguminosas liofilizadas y las secadas en horno
presentaron taninos con mayor (P < 0.05) grado
de polimerizacién que las leguminosas frescas
congeladas. Sibien el orden de las leguminosas
en funcién del grado de polimerizacién fue
diferente con los tres métodos de conservacion,
los taninos de F. macrophyllay Phyllodium spp.
presentaron el mayor grado de polimerizacién y

Cuadro3. Efecto de método de conservacién de muestras
de hojas de leguminosas en el grado de
- polimerizacion relativa de taninos (PRT).

Leguminosas Método de conservacion
(No. CIAT) Congelada Liofilizaciéon Homo
A (Grado de polimerizaci6n relativa)*
Calliandra spp. (20401) 3.7 45 4.6
Dioclea guianensis(19391) 5.4 43 4.2
Flemingia macrophylla(17403) 8.7 9.2 9.8
Phyllodium spp. (23998) 6.8 95 9.2
Tadehagi spp. (13269-274) 6.7 6.5 72
Promedio 6.2b™ 68a 7.0a
E.S.M.= 0.12

La interaccién leguminosa x método de conservacion fue significativa
(P < 0.0001).

* Grado de polimerizacion relativa a un monémero (catequina).

** Promedios en una misma fila seguidos por letras iguales no
difieren entre si (P < 0.05), segun la prueba de Duncan.
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los de Calliandra spp. y D. guianensis el menor
grado de polimerizacion, independiente del
método de conservacién empleado. Goldstein
and Swain (1963) observaron que el grado de
polimerizacion de taninos condensados aumenté
cuando el tejido de algunas frutas se sec6'en
horno, lo cual no se observé en el presente
trabajo. :

La actividad biolégica de los taninos
condensados (gramos de BSA precipitada/100 g
de MS) en las leguminosas evaluadas no se
relacioné con el nivel de TCE, pero si con el
grado de polimerizacién relativa de los taninos
(r=-0.77; P < 0.001). El analisis de los
resultados mostrd una alta actividad bioldégica de
los taninos cuando el grado de polimerizacién fue
de 4 unidades de monémero, como ocurrié con
Calliandra spp., pero cuando el grado de
polimerizacion relativa alcanzé entre 8y 9
unidades de monémero, como en Phyllodiumy F.
macrophylia, |a reactividad de los taninos con
proteina disminuyd. Oh and Hoff (1979)
encontraron que la reactividad de los taninos de
uva con proteina aument6 cuando el grado de
polimerizacion varié entre 3 y 8 unidades de
mondmeros. Sin embargo, cuando el grado de
polimerizacién fue mayor a 8 unidades de
mondémeros, la reactividad de los taninos
disminuyd.

En general, los resultados de este estudio
sugieren que en la evaluacién de la calidad
nutritiva de especies de leguminosas tropicales
es necesario medir tanto el nivel como el tipo de
tanino presente.

Distribucién de los taninos en el tejido
vegetal. En la primera fase de este estudio se
encontrd que el nivel de TCE era mayor en las
muestras de las leguminosas liofilizadas que en
leguminosas secadas en horno (Cuadro 2). Esta
diferencia no se asocié con los cambios en la
polimerizacion de los taninos por el secado con
temperatura. Por lo tanto, fue de interés
investigar si el secado con calor producfa
cambios en la distribucién de los taninos en el
tejido de las leguminosas evaluadas. Para tal
efecto, se utiliz6 la metodologia recientemente
desarroliada por Terrill et al. (1992). En todas las
leguminosas incluidas en esta prueba se
encontré de nuevo que el nivel de TCE fue mayor
(P < 0.05) en las muestras liofilizadas que en las
muestras secadas en horno. Sin embargo, la
disminucién en el contenido de taninos

* extractables en las muestras secadas en horno



se compensé por un incremento en los taninos
ligados a la protefna y, en menor grado, a la fibra
de la planta. Como resultado, los taninos totales
no cambiaron (P > 0.05) debido al métedo de
secado en las leguminosas evaluadas

(Cuadro 4). »

El 79% de los taninos enas leguminosas
evaluadas en este estudio fueron extractables,
mientras que el 14% estuvieron ligados con
proteina y el 7% lo estuvieron con fibra. Estos
resultados difieren de los obtenidos con algunas
leguminosas de climas templados; por ejemplo,
en 11 especies evaluadas se encontré que, en
promedio, la fraccién de taninos extractables
constituyd 65% de los taninos condensados,
mientras que los taninos ligados con protefna y:
fibra constituyeron 32% y 3%, respectivamente
(Terrilk et al., 1992): En futures trabajos con -
algunas leguminosas tropicales es-imponante
medir la distribucién de taninos en la planta e
investigar el efecto de los taninos extractables y

- ligados con proteina yﬁm enla nutricrdn de
rumianies.

Conclusiones

Los resultados de este trabajo permiten concluir

lo siguiente:

(1) El nivel de taninos condensados extractables
en las hojas de las leguminosas fue menor en
muestras congeladas y en muestras secadas en
horno, que en muestras liofilizadas. (2) En las
muestras liofilizadas se redujo la proporcién de
taninos ligados a la protelna y a la fibra de la
planta. (3) La actividad biol6gica de los taninos
en las muestras de las leguminosas liofilizadas
fue mayor que en las muestras frescas
congeladas y que en las secadas en horno.

(4) Por lo anterior, la liofilizacién fue el mejor

- método de conservacién de muestras para el

andlisis de taninos en las leguminosas
evaluadas. ‘

. En este estudio, el método de conservacién
de tas muestras de leguminosas tuvo poco efecto
en ef grado de polimerizacién relativa de los

taninos. Sin embargo, se observo que la

At

Cuadro4. Efecto delmétodo do secadoenta distribucién de los taninos condensados en.el tejido de algunas leguminosas

tropicales.
Leguminosas® Tipode ) Taninos (%)*
(No. CIAT) secado Extractables Ligadosa Ligados Total
proteina afibra
Desmodium ovalifolium En horno 29 0.6 0.7 42
(350) Liofilizacién 45 04 05 54
Dioclea guianensis En homo 18.6 44 3.2 26.2
(19391) Liofilizacién 20.3 32 1.6 25.0
Flemingia macrophylla Enhorno 225 115 32 37.3
(17403) Liofilizacién 276 7.8 341 388
Phyllodium spp. Enhomo 13.3 39 15 18.7
(23958) Liofilizacion 145 3.6 17 19.8
Tadehagi spp. Enhorno 13.8 1.0 0.8 15.6
(13269-274) Liofilizacién 16.0 0.3 0.2 16.4
Promedio Enhorno 14.2b 43a 19a 204
Liofilizacién 16.7a 3.0b 1.4b 214
E.S.M. 0.20 0.06 0.01 0.19

La Interaccion leguminosa x método de secado no fue significativa en la distribucién de taninos (P > 0.05).

*

Determinados por el método de Ternrll et al. (1992), modificado.

** Promedios en una misma fila seguidos por letras iguales no difieren entre si (P < 0.05), segun la prueba de Duncan.
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actividad biol6gica de los taninos fue mayor en
leguminosas con taninos de menor grado de
polimerizacién relativa. Esto sugiere que en la
evaluacién de leguminosas tropicales con
taninos, es necesario medir no sélo el nivel de
éstos, sino también el tipo de taninos presentes
en el tejido vegetal.

Summary

A study with tropical legumes (Calliandra spp.,
Dioclea guianensis, Flemingia macrophylia,
Phyllodium spp., Tadehagi spp., and Desmodium
ovalifolium) was conducted to determine the
effect of forage preservation method on tannin
level and biological activity. Fresh-frozen, freeze-
dried or oven-dried leaf samples of the legumes
were analyzed for extractable condensed tannins
(Butanol-HCI) and for tannins bound to protein
and fiber. Relative degree of polimerization of
tannins and their capacity to precipitate protein
(BSA) were also measured.

Level of extractable condensed tannins was
higher in freeze-dried legume samples than in
fresh-frozen and oven-dried samples. Freeze-
drying also resulted in higher precipitation of
protein by tannins, and in less tannins bound to
plant protein and fiber. Thus, freeze-drying was
the best preservation method for tannin analysis
in the tropical legumes evaluated.

Method of forage preservation had a
negligible effect on relative polimerization of
tannins. However, legumes with what appeared
to be less polymerized tannins precipitated more
protein (BSA) than legumes with more
polymerized tannins. These suggest that in the
evaluation of tropical legumes it is necessary to
measure not only the level of condensed tannin
but also the type of condensed tannin present in
the plant.
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