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Introduccion

El valor forrajero de algunas leguminosa tropicales
seleccionadas por su buen comportamiento agronémico
en suelos 4cidos, podria ser limitado por niveles altos
de taninos condensados (Cano et al., 1994; Carulla,
1994; Perdomo, 1991). Investigacién realizada con
leguminosas de zonas templadas Yy, en menor grado,
con leguminosas tropicales, sugiere que los taninos
condensados (TC) podrian ejercer efectos benéficos o
nocivos en animales rumiantes, dependiendo de la
cantidad presente en el forraje comestible. Niveles
altos de TC inhiben el consumo, asi como la digestién
de la fibra y la proteina, lo que resulta en pobre
produccién de animales (Barry, 1985; Barry y Duncan,
1984; Carulla, 1994). Por otra parte, concentraciones
bajas de TC en leguminosas de zonas templadas y
tropicales se han relacionado con una mejor utilizacién
de nitrégeno (N) en ovinos (Carulla, 1994; Waghorn et
al., 1987). Estos resultados son una buena justificacion
para seleccionar especies y ecotipos de leguminosas
forrajeras herbéceas y arbustivas con bajos niveles de
TC.

Para implementar un esquema efectivo de
seleccién de plantas con bajo contenido de TC es
necesario definir mejor cémo los diferentes niveles de
estos compuestos afectan a los rumiantes. Un enfoque
experimental es reducirlos con polietilen glicol (PEG).
En varios estudios se ha utilizado PEG para medir el
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dede

efecto de los TC en el consumo, la digestion y la
utilizacién de N por rumiantes alimentados con
leguminosas de zonas templadas y tropicales (Barry y
Duncan, 1984; Barry et al., 1986; Bhatia et al., 1987;
Carulla, 1994; Pritchard et al., 1988). El principio del

“funcionamiento del PEG se basa en su unién con los

TC en preferencia a proteina (Jones y Mangan, 1977).
Ademas, la concentracién de TC en las leguminosas
puede ser afectada mediante tratamientos poscosecha
0 preparacién del forraje. Terrill et al. (1989)
encontraron que muestras de cultivares de Sericea
lespedeza secadas en el campo contenian menos TC
comparadas con muestras frescas congeladas. En
forma similar, Cano et al. (1994) encontraron que
muestras de varias leguminosas tropicales secadas en
horno (60 °C) contenian menos TC extractables que
aquellas liofilizadas.

Para realizar ensayos con animales alimentados
con leguminosas altas en TC es necesario definir el
efecto del PEG en el nivel de TC extractables en
leguminosas tropicales sometidas a diferentes métodos
de conservacién poscosecha. Por lo tanto, en el
Laboratorio de Calidad de Forrajes del CIAT se realizé
un estudio para determinar los efectos del nivel de PEG
y el método de conservacién en el nivel yla
astringencia —capacidad de los TC extractables para
unirse a proteina— de los TC en leguminosas
tropicales.

Materiales y métodos

Forrajes. Se utilizaron una leguminosa herbacea
(Desmodium ovalifolium) y una arbustiva (Flemingia
macrophylla) cultivadas en suelos acidos de Quilichao
(3°6'N, 76° 31' O), Cauca, Colombia. Se cosechd
manualmente el forraje de una parcela pura de D.
ovalifoliumy se tomé una muestra fresca que se tamizo
para separar las hojas y los tallos finos de los tallos
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largos y maduros. Submuestras de hojas v tallos finos
se sometieron a los tratamientos poscosecha
siguientes: (1) T1 = Forraje fresco + PEG y
congelamiento posterior. (2) T2 = Forraje fresco + PEG
y secado al sol. (3) T3 = Forraje secado al sol + PEG.
Se utilizaron cinco concentraciones de PEG-MW 8000:
0, 15,25, 35 y 45 g/kg de MS en cada tratamiento de D.
ovalifolium.

El forraje de F. macrophylla se cosech6 a mano y
se separaron las hojas de los tallos. Varias
submuestras de hojas frescas de esta leguminosa se
secaron al sol y se sometieron a los mismos niveles de
PEG utilizados con D. ovalifolium. En ambas
leguminosas se aplicé una solucién de PEG en agua
destilada, de tal forma que todas las muestras
recibieron 20 ml/100 g de MS del forraje. Las muestras
que no recibieron PEG se rociaron con una cantidad
equivalente de agua destilada.

Procedimientos en laboratorio. Las muestras
congeladas de D. ovalifolium (T1) con y sin PEG, se
maceraron en presencia de N liquido antes del analisis
de taninos. Las muestras secadas al sol se molieron en
un tamiz de malla de 1 mm. En todos los casos se
revisaron cuidadosamente las muestras para eliminar
los tallos grandes que podrian alterar el anélisis de
taninos.

Las muestras de forraje se analizaron por TC
extractables y ligados a proteina y ligados a fibra,
utilizando el método butanol-HCI de Terrill et al. (1992),
modificado por Carulla (1994). Para extraer los taninos
se utilizé una solucién acuosa de 70% metanol, 0.5%
acido formico, y 0.05% acido ascérbico, en lugar de
acetona acuosa al 80% que se utilizé en el método
original. Ademas, el éter dietilico se eliminé del
solvente organico debido a la recuperacién incompleta
de taninos que ocurrié cuando este reactivo se utilizé
(Carulla, 1994). De cada leguminosa se extrajeron
taninos, utilizando el procedimiento propuesto por
Asquith y Butler (1985) para taninos de “quebracho”,
con las modificaciones propuestas por Hagerman (no
publicado). Estos taninos purificados se utilizaron como
estandares para la determinacién colorimétrica de las
fracciones de tanino, con un espectrofotémetro
calibrado a una longitud de onda de 550 nm.

La astringencia de los TC extractables, medida
como la capacidad de los taninos para precipitar
albumina sérica bovina (ASB), fue determinada
mediante el ensayo de difusion radial de Hagerman
(1987), modificado por Lareo et al. (1990). Para este
ensayo, 100 mg de muestra molida se sometieron a
extraccion con 1 ml del metanol acuoso de 70%
anteriormente mencionado y el extracto resultante se
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utilizé en la prueba de difusion radial. La concentracion
de TC extractables en las muestras se determiné
utilizando el método butanol-HCI.

Analisis de resultados

Los resultados obtenidos con D. ovalifolium se
analizaron como un factorial 3 x 5, donde los métodos
de manejo de conservacién poscosecha y los niveles
de PEG fueron los factores principales. El andlisis de
varianza se hizo por SAS y los promedios se
compararon utilizando la prueba de diferencia minima
significativa (DMS). Los resultados de concentracion
de fracciones de TC y astringencia de taninos en D.
ovalifoliumy F. macrophylla secados al sol se
analizaron utilizando la especie de leguminosa (2) y los
niveles de PEG (5) como factores principales.

Mediante analisis de regresion se establecieron las
relaciones entre diferentes fracciones de TC (Y) y
astringencia (Y) con el nivel de PEG (x) para cada
especie de leguminosa y método de conservacion.

Resultados y discusion

Concentracién de taninos. El mayor efecto de los
tratamientos poscosecha del forraje y de los niveles de
PEG adicionados ocurri6 en la fraccién de taninos
extractables; por lo tanto, no se presentan los
resultados con los taninos ligados. Los TC extractables
fueron mas altos (P < 0.05) en las muestras secadas al
sol (T2 = 120y T3 = 117 g/kg de MS) que en muestras
frescas-congeladas (T1 = 84 g/kg de MS). La
concentracién de TC extractables en D. ovalifolium se
redujo exponencialmente con el aumento del nivel de
PEG, independientemente del método de conservacion
de forraje (Figura 1). El modelo exponencial utilizado
(Y = A + Be™) indicé que a partir de un punto (40 a

60 g/kg de MS) las cantidades adicionales de PEG
aplicadas al forraje no produjeron cambios apreciables
en la cantidad de TC extractables. Cano et al. (1994)
también observaron la reduccién de TC extractables en
leguminosas tropicales que fueron congeladas y
maceradas en un medio de N liquido. Es posible que la
maceracién destruya las vacuolas de las células v,
como una consecuencia, los TC extractables son
liberados y reaccionan con la proteina en el citoplasma.

En todas las concentraciones de PEG se encontré
que el promedio de los TC extractables en F.
macrophylla fue inferior (P < 0.05) al de D. ovalifolium
(97 vs. 117 g/kg de MS) (Figura 2), sometidas al mismo
proceso de secado. El aumento en el nivel de PEG
ocasiond una disminucién exponencial en los TC
extractables de F. macrophylla secada al sol, tal como
se observé en D. ovalifolium, alcanzandose un punto
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Figura 1. Efecto del polistilen glicol (PEG) en los taninos de
Desmodium ovalifolium sometido a diferentes
tratamientos poscosecha.
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Figura 2. Efecto del polietilen glicol (PEG) en los taninos
extractables de Flemingia macrophylla (T 1) y Desmodium
ovalifolium (T2) secados al sol.

(60 g/kg de MS) donde estos permanecieron
relativamente estables al aumentar los niveles de PEG
(Figura 2).

Los resultados de este estudio indican que los TC
extractables en las leguminosas fueron afectados por
PEG, independientemente que éste se aplique antes o
después del secado al sol. La reduccién de los TC
extractables al aumentar los niveles de PEG fue de tipo
exponencial, pero se alcanzé un punto asintotico donde
la concentracién de TC extractables permaneci6
relativamente constante al aumentar el nivel de PEG.
Esto sugiere que las leguminosas evaluadas tienen una
fraccién de TC extractables que no es reactiva con PEG
y posiblemente con proteinas.

Astringencia de taninos. Se reconoce que los taninos
tienen gran afinidad por las proteinas, o sea,
astringencia. También se sabe que los complejos
taninos-proteina pueden ser reversibles, o irreversibles
(Fahey y Jung, 1989). Los compuestos reversibles de
taninos-proteina parecen ser insolubles entre pH 3y 7,
pero se disocian a pH inferior a 3 0 mayor que 8 (Jones
y Mangan, 1977).

Existen varios métodos para medir la cantidad de
proteina ligada por los taninos de una planta (Asquith y
Butler, 1985; Bate-Smith, 1973; Hagerman y Robbins,
1987; Martin y Martin, 1982). Uno de ellos, conocido
como difusion radial (Hagerman, 1987), se basa en la
union de taninos con proteina en un gel (pH 5) y en la
formacién de un precipitado en forma de anilio. El
didmetro del anillo es proporcional al nivel de TC
extractables en la planta (Lareo et al., 1990). En este
estudio se utilizé este método para evaluar cé6mo la
conservacién de forraje y el nivel de PEG podrian
afectar la astringencia de TC en leguminosas tropicales.
Los resultados (Figura 3) indicaron que el promedio de
astringencia (g de proteina precipitada/g de TC
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Figura 3. Efecto del polietilen glicol (PEG) en la proteina ligada
por TC extractables de Desmodium ovalifolium
sometido a diferentes tratamientos de preservacion.
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extractable) fue inferior (P < 0.05) en muestras frescas-
congeladas (0.3) de D. ovalifolium comparado con
muestras secadas al sol (entre 0.6 y 0.7).

En la misma Figura 3 se observa que existié una
relacion cuadratica entre la astringencia de TC
extractables y el nivel de PEG en todos los
tratamientos. En la concentracién més alta de PEG
(45 g/kg de MS) agregada a muestras frescas
congeladas (T1), los TC extractables fueron totalmente
ligados a PEG, como lo indica la ocurrencia de una
precipitaciéon minima de proteina. En contraste, con el
nivel mas alto de PEG que se aplicé a las muestras
secadas al sol (T2 y T3), aln parece que existia TC
extractables capaces de reaccionar con proteina. Por
lo tanto, se observé una interaccién (P < 0.05) entre el
método de conservacion de forraje y el nivel de PEG.
Estas diferencias no eran esperadas y podrian estar
relacionadas con cambios en polimerizacién de los TC
inducidos por el calor (Cano et al., 1994).

El promedio de la astringencia (0.6) fue ligeramente
mayor (P < 0.05) con los TC extractables en muestras
de D. ovalifolium secadas al sol, comparado con
muestras de F. macrophylla (0.5) que recibieron un
tratamiento igual. Las diferencias en la astringencia de
los TC entre especies de leguminosas podrian estar
relacionadas con el peso molecular de los taninos,
como se discutira mas adelante. Se observé
igualmente una relacién cuadratica entre el nivel de
PEG y la astringencia de los TC extractables en las dos
leguminosas secadas al sol (Figura 3); sin embargo, en
este caso, las diferencias entre especies en la
astringencia de los taninos se redujeron al aumentar el
nivel de PEG, indicando una interaccién (P < 0.05)
entre especie de leguminosa y nivel de PEG.

El buen ajuste de un modelo exponencial y otro
cuadratico para la concentracién de TC extractables y
astringencia, respectivamente, en funcién de la
concentracion de PEG, sugiere que existen, por lo
menos, tres tipos de TC extractables en las
leguminosas evaluadas. En primer lugar se deduce que
existen dos fracciones de TC con diferente capacidad
para reaccionar con PEG y proteina y una tercera
fraccién no reactiva con PEG y proteina. A bajos
niveles de PEG, la fraccién de TC extractables menos
reactiva parece haber sido preferentemente ligada por
PEG pero, en la medida en que aumenté el nivel de
PEG, los TC extractables mas reactivos fueron ligados.
Lo anterior concuerda con los resultados de
cromatografia de capa fina, que mostraron por lo menos
dos manchas diferenciadas de proantocyanidinas en los
TC extractables purificados de D. ovalifolium (Cano, R.,
informacién no publicada).
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Las diferencias en reactividad de los TC
extractables en las leguminosas evaluadas podrian
estar asociadas con sus pesos moleculares. Existen
estudios que muestran que el grado de polimerizacién
o peso molecular (PM) de los TC puede afectar la
formacién de complejos de tanino-proteina. Segun
Salunkhe et al. (1990), el PM de los taninos puede
variar entre 500 y 3000, y los compuestos fenélicos de
bajo PM forman enlaces cruzados con proteinas,
mientras que aquellos con alto PM parecen ser
ineficientes como agentes de taninos. Oh y Hoff
(1979) observaron que la astringencia de los taninos
de uva aumenté desde un minimo cuando el PM era
de 500 hasta un maximo cuando era 2100, y luego
descendié a medida que éste fue mayor. Por otra
parte, Jones et al. (1976) encontraron que los taninos
de mayor PM en O. vicifolia fueron menos astringentes
que los taninos de mas bajo PM en Lotus spp.

Los resultados obtenidos en el Laboratorio de
Calidad del Programa de Forrajes Tropicales del CIAT
sugieren la existencia de TC extractables de diferente
PM dentro y entre especies de leguminosas tropicales.
Las estimaciones de PM equivalentes utilizando como
referencia la catequina (un monémero) mostraron
rangos desde 580 para Tadehagi spp. hasta 1450 para
D. ovalifolium. Otras especies como Dioclea
guianensis 'y F. macrophylla presentaron taninos con
PM equivalente entre 580 y 870, respectivamente.

Los TC extractables con mas bajo PM equivalente
parecen ser menos reactivos con proteina (BSA) que
aquellos con mayor PM (Lascano, C.E. y Caruila, J.,
informacion no publicada). Por tanto, en los estudios
futuros se debe definir la estructura de los taninos
presentes en las leguminosas forrajeras tropicales.

Conclusiones

Los resultados de este estudio muestran que la
astringencia de los taninos de D. ovalifolium fue
afectada por el método de conservacion y el nivel de
PEG. El método de conservacion que no utilizé calor
(fresco-congelado) dio lugar a TC extractables que
reaccionaron menos con proteina que aquellos en los
cuales las muestras se expusieron al calor (secado al
sol), lo cual probablemente esta relacionado con la
polimerizacién de los TC extractables. Por otra parte,
los TC extractables en F. macrophylla fueron menos
reactivos con proteina que los TC extractables de D.
ovalifolium, lo que probablemente esta relacionado
con diferencias en el PM de los taninos presentes en
ambas leguminosas. Todavia mas interesante fue la
relacién cuadratica observada entre astringencia de
los TC extractables y el nivel de PEG,
independientemente del método de manejo .
poscosecha del forraje o de la especie de leguminosa.
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Esta relacién sugiere que por lo menos dos grupos de
taninos con diferentes PM y afinidad por proteina estan
presentes en las leguminosas evaluadas. Parece que
un tercer grupo de TC extractables que aparentemente
no reacciona con PEG y proteina también esta presente
en estas leguminosas.

Implicaciones de los resultados

Los resultados del estudio indican que el PEG
agregado al forraje de leguminosas reduce los TC
extractables en forraje fresco-congelado o secado al
sol, independientemente si aquel se agregé antes o
después de secar el forraje. Los resultados mostraron
que la reduccién de los TC extractables con PEG fue
exponencial y no lineal y que cierta proporcién de los
TC na reaccioné con proteina. Esto implica que hay
necesidad de cuantificar la relacién entre TC
extractables y el nivel de PEG en leguminosas
forrajeras, antes de su uso en ensayos de alimentacién.
Ademés, el método de conservacién de forraje podria
afectar potenciaimente la actividad de TC extractables
presentes en una especie determinada de leguminosa.
Esto implica que al seleccionar leguminosas con
taninos existe la necesidad de evaluar, no sélo la
concentracion de taninos en el forraje, sino también la
estructura o tipo de TC extractables presentes en el
forraje manejado en forma similar a como se alimentan
a los animales.

Summary

A study was conducted to determine the effects of
polyethylene glycol (PEG) and sample preservation
method on concentration and astringency (i.e. capacity
of tannins to bind protein) of condensed tannins (CT) in
tropical legumes. Leaves from Desmodium ovalifolium
were subjected to three treatments: T1: fresh forage +
PEG, samples frozen; T2: fresh forage + PEG, samples
sun-dried, and T3: sun-dried forage + PEG. Five
concentrations (0, 15, 25, 35, and 45 g/kg of DM) of
PEG (MW 8000) were included in each treatment. Sun-
dried leaves of Flemingia macrophylla were also
subjected to the same five levels of PEG used with D.
ovalifolium. Samples from the different treatments and
legume species were analyzed for extractable and
bound CT with a modified butanol-HCI procedure and
for astringency using the radial diffusion assay and
bovine serum albumine as the protein source.
Extractable CT were affected (P < 0.05) by PEG, but
both forage preservation method and legume species x
PEG interactions (P > 0.05) were observed. Increasing
the concentration of PEG resulted in an exponential
decline of extractable CT, but a point was reached (42
to 61 g/kg DM) where further increments of PEG
resulted in only small changes in extractable CT. This

suggested the presence of extractable CT that were
non-reactive with PEG in the legumes tested.
Extractable CT from sun-dried D. ovalifolium were more
astringent than those from sun-dried F. macrophyila.
However, astringency of CT from D. ovalifolium was
lower (P < 0.05) in frozen samples as compared with
sun-dried samples, regardless of PEG concentration. A
cuadratic relationship was observed between
astringency of CT and PEG concentration, which
suggested that CT with different affinity for protein were
present in the legumes evaluated. Results indicate that
PEG is useful for reducing extractable CT in fresh or
dried forage. However, the effect of PEG on extractable
CT and astringency should be established for each
legume species prior to their use in feeding
experiments.
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