Efecto del dcido tinico sobre la digestibilidad de alimentos concentrados para rumiantes

Tomés F. Martinez Moya.

Departamento de Biologia Aplicada. Area de Biologia Animal. CITE I1-B. Universidad de
Almer{a. Campus Universitario de La Cafiada. 04120 —Almeris. e-mail: tomas@ual.cs

INTRODUCCION

La proteina ingerida por los rumiantes c¢on los alimentos es rapidamenie hidrolizada por los
microorganismos ruminales (Broderick ez al,, 1991) hacia péptidos y aminodcidos. Esta rapida
hidrélisis y 1a posterior desaminacion conducen a una pérdida de nitrogeno a través de las
paredes del rumen (Leng y Nolan, 1984), buena parte del cual sera convertido en wurea y
eliminado a través de la orina, resultando que el nitrdgeno de la racién es ineficientemente
utilizado. En relacién con el almidon, la répida hidrélisis de este componente en €l rumen tiens
un: doble efecto negativo para el rumiante: a) la excesiva acidificaciéon de] ambiente ruminai, con
sus consiguientes efectos negativos (Slyter, 1976; Sauvant, 1999), v b) la utilizacién poco
eficiente en el rumen de la energia contenida en et almidén, comparada con su hidrdlisis en el
intestino delgade (Owens ef al., 1986).

Ls posibilidad de retardar la degradacion ruminal de la proteina v el almidon, incrementando la
biodisponibilidad intestinal v la consiguiente eficiencia de utilizacion de estos nutrientes, es un
objetivo perseguido desde hace tiempo. En este sentido, han sido numerosos los procedimientos
utilizados, tanto de tipo fisico como gnimico {Broderick et /., 1991). En la actualidad existe un
interés creciente en evaluar ¢l potencial de los taninos, componentes naturales de numerosas
especies vegetales, considerados tradicionalmente como agenies de potentes efectos
antinuiritivos para los rumiantes (Kumar y Singh, 1984) debido 2 su capacidad para unirse a
macremoléculas, principalmente a proteinas (Robbins et 4/, 1987), reduciendo asi la
digestibilidad de los nutrientes. Recientes estudios apuntan hacia la posibilidad de que los
taninos produzcan, bajo determinadas circunstancias, efectos positivos sobre {a utilizacidn de 12
proteing de los alimentos por los rusmiantes, principalmente en relacién con los forrajes
(Waghorn, 1990; Aerts et al,, 1999a; Bamry y McNabb, 1999), pero también sobre los
concentrados (Pace et al., 1993, Hervés er af ., 2000). El fundamento quimico de la interaccién
entre los taninos y las proteinas, altamente dependiente del pH (Perez-Maldonado et af., 1993),
asi como la particular anatomia y fisiologia del tubo digestivo de los rumiantes (Swenson, 1993),
estan haciende posible un cambio de percepeidn de los polifenoles en la alimentacion de los
rumiantes (Lowry ef al,, 1996; Aerts et af., 1999h; Butter er al., 1999).

El mecanismo por el cual los taninos reducen la digestibilidad de las estructuras internas de las
semillas no estd suficientemente aclarado. 1a microscopia electrénica de barrido (MEB) aporta
informacién atil, aungque no de cardcter cuantitativo, sobre los fendémenos que tiengn lugar en Ia
interaccion entre los microorganismos ruminales y las estructuras internas de las semillas que
digieren. Los estudios se han centrado en Ias semillas de cereales (McAllister ef al., 1990, 1994),
siendo menos conocidas las leguminosas bajo esta perspectiva. La mayoria de los estudios de
MEB se han centrado sobre ¢l uso de formaldehido v 12 micronizacion (McAllister ef al,, 1990,

1994; Wang et al, 1996) comeo procedimientos orientados a la manipulacion de ia
degradabilidad de las semillas en el rumen.

Por otra parte, ¢s conocide que alguncs de los procedimientos propuestos para ralentizar la
hidrélisis de las harinas vegetales en €l rumen, come la aplicacién de formaldehido, son
responsables de una sobreproteccion de las mismas capaz de ocasionar una posterior pérdida de
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biodisponibilidad intestinal de los nutrientes (Hvelplund y Hesselbolt, 1987). Por este motivo,
parece oportuno evaluar este aspecto en relacion con ef uso de los taninos.

A la vista de io anterior, los ohjetivos que se plantearon en el presente trabajo fueron los
siguientes: 1) evaluar los efectos del acido ténico (AT) en la proteccién de los alimentos
concentrados de origen vegetal frente a la hidrolisis por la microbiota ruminal, v 2) evaluar la
posibilidad de que esta sustancia provogue una disminucién de la utilizacidn de la proteina en el
intestino. Para abordar estos objetivos se disefiaron los dos experimentos gue se exponen y
discuten por separado a continuacién,

EXPERIMENTO I: EVALUACION DE LA DIGESTIBILIDAD RUMINAL DE LOS
ALIMENTOS CONCENTRADOS

MATERIAL Y METODOS

Animales

Se usaron cuatro ovejas adultas de mza Segurefia, alojadas individualmente y dotadas con una
canula rumingl permanente. Los animales foeron alimentados dos veces al dia con una racién
basada en heno de veza y avena, y cebada partida, con una razén de materia seca de 4:1 a favor
del forraje frente al concentrado. Los animales tuvieron a su disposicién un suplemento mineral
en bloques y acceso ad libitum al agua.

Preparacion de las muestras

Se emplearon semillas de leguminosgas (haba, judia, soja y guisante) y de cereales {cebada y
maiz). Fueron molidas y tamizadas a través de una malia de 1.5 mmn de luz. Las harinas asi
obtenidas fueron tratadas con una solucidén de dcido tinice al 10%, de la gue se utilizd un
volumen tal que ta relacién final de 4cido tinico alcanzada fue del 1%, 2.5% y 5% sobre la
materia seca (MS), v se afiadié una cantidad suficiente de agua destilada para parantizar una
distribucién homogénea det AT en toda la muestra. La mezcla se agité vigorosamente durante 30
minutos y a continuacion, se secé en ung estufa de aireacion forzada a una temperatura de 45 °C
durante un tiempo de 4 dias. Las muestras fueron nuevamente molidas y pasadas por un tamiz de
1.5 mm de didmetro de luz previamente a los ensayos. Simultaneamente se prepararon unos
controles de las distintas materias utilizando (micamente agua destilada, procediendo de manera
similar a la descrita.

Digestibilidad in sacco

Las harinas de las seis semillas tratadas con las distintas conceniraciones de dcido tanico fueron
incubadas ir sacco de acuerdo con el procedimiento descrito por Mehrez y @hrskov (1977). Se
introdujeron aproximadamente 3 g de cada materia en boisitas de poliéster (Ankom Technology
Co,, Fairport, NY) con unas dimensiones internas de 9x5 cm, y un didmetro de poro de 50+15
pm. Se colocaron simultineamente 12 bolsas por animal en cada ensayo, correspondientes a un
duplicado por cada uno de los seis tiempos evaluadas (2, 4, 8, 12, 24 y 48 horas) por materia ¥
nivel de tratamiento. Todas las bolsas fueron introducidas simultineamente y Ja retirada de las
mismas a cada uno de los tiempos se hizo comenzando por las dos fijadas en la posicion
superior, Una vez extraidas, las belsitas fueron aclaradas con abundante agua corriente hasta que
el agua fue de lavado quedé limpia, e inmediatamente fueron secadas en una estufa a 65 °C. Una
vez seco, el contenido de las bolsas de cada duplicado fue mezclado, y se tomaron muestras para
determinar la humedad a 105 °C y el contenido en proteina brta (PB), determinado como el N
Kjeldahl x 6.25. Ambos parametros se expresaron como % en peso sobre la MS del residuo que
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permanecid en las bolsitas. Los analisis de PB se limitaron a las muestras de leguminosas ya que,
debido a su alto contenido en protefna, el sfecto del AT se pondria mds facilmente del manifiesto

La digestibilidad de la MS y la PB se exprest en porcentaje, y fire determinada para cada tiempo
de incubacidn a partir de la proporeién que pemmanecié en las bolsas de nylon tras la incubacién
en el rumen. La cinética de la degradacién fue ajustada a Ia ecuacion descrita por @rskov y
McDonald (1979) {D = a + b(1-e-ct)], siendo “D” la pérdida de peso del conterido de las bolsites
tras "t" horas, "¢" la fraccidn inmediatamente de le; "6" la fraccidn potencialmente
degradable; y "¢" 1a velocidad de la degradacién (h™) de la fraccién “5". La estimacién de la
fraccion ripidamente degradable (a) se llevé a cabo mediante la agitacion de las bolsas en buffer
de McDougall (1948) a 39 °C durante ur tiempo de 15 minutos con ayuda de ua agitador
magnético. Los pardmetros no lineales a, & y ¢ fueron estimados mediante un procedimiento
iterativo de minimos cuadrados utilizande una aeplicacién informitica especifica (Table Curve
2D, Jandel Scientific, AISN Software, 1994). Los parametros de degradabilidad efectiva de la
materis seca (DEMS} y de ia proteina (DEPB) fueron calculados segim la ecuacidn descrita por
@rskov y McDonald (1979). %DE = a + [(b x c)(c+k)]; en la que “#” es la velocidad estimada
del flujo de vaciado del rumen (% h). La DEMS y DEPB fueron estimadas utilizando flujos de
vaciado ruminal de 2, 5 y 8% h, que se considera que representan flujos de vaciado lento,
intermedio y rdpido, respectivamente {(ARC, 1984).

Electroforesis del residuo de la incubacion

Con objeto de visualizar las posibles diferencias en la degradacion de la fraccion proteica que
tuvieron lugsr en las harinas, se llevaron a cabo separaciones electroforéticas en geles de
poliacrilamida (PAA) en condiciones desmaturalizantes (SDS-PAGE), utilizando el sistema
discontinuo de tampenes descrito por Laemmli (1970). Las muestras se tomaren del contenido
de las bolsas tras los distintos tiempos de incubacion en el rumen, y se homogeneizaron para
obtener una conceniracién de 100 mg/ml en una solucién tamponadora formada por Tris-HCI 50
mM, CiNa 50 mM, 2% SDS (p/v), pH 9.0, mediante el uso de wn sonicador (MICROSON
XL200, Misonix Inc., Farmingdale, NY, USA). Las soluciones fueron centrifugadas (15 min,
20.000 g, 4°C) y los sobrenadantes diluidos {1:1) en tampon de muestra (Tris 0.125 M; glicerol
al 20% (v/v); azul de bromofenol 0.04% (v/v); SDS al 2% (p/v);, B-mercaptoetanol al 20% v/v) y
fueron hervidas durante 5 minutos. Se afiadieron 10 pl de la mezcla a cada pocillo. Los geles
separadores (10 x 7.5 x 0.075 ¢m) se prepararon con PAA al 12%, y los almacenadores con PAA
al 4%. La tincién de las proteinas se llevd a cabo con azul de Coomassie (BBC R-250) al 0.1%
{p/v) en una solucién de metanol:acido acético:agua (40:10:50). Los geles fueron destefiidos con
una solucion de metanol:acido acético:agua (35:10:55), antes de ser fotografiados.

Microscopia elecirdnica de barrido (MEB)

Los granos de las semillas de maiz, soja, cebada y trigo fueron molidos y tamizados para obtener
un tamafio de particula enire 2 y 3 mm, seleccionande sélo aqueflos que quedaron entre ambos
tamices. Se afiadio una cantidad suficiente solucion de dcido tanico para aportar una cantidad
equivalente al 5% (p/p) de la MS de las distintas semillas, y se procedié a la incubacién in sacco
en el rumen del mismo modo que se ha descrito previamente. El contenido de las bolsas de nylon
fue fijado durante 3 horas en glutaraldehido al 5% en tampéon cacedilato 0. 1M, pH 7.2, Tras este
tiempo, las muestras fueron lavadas cinco veces en tampén cacodilato 0.1M, pH 7.2, siendo
suspendidas en el mismo tampén y almacenadas a 4°C hasta €l momento de la deshidratacion. La
deshidratacion hasta punto critice, la metalizacion y la visualizacién de las muestras se lievaron a
cabo segin el procedimiento habitual del Servicio de Microscopia Electronica de Barrido del
Centro de Instrumentacién Cientifica de la Universidad de Granada.
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Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un ANOVA de una via, seguido por una comparacién de
medias {Test de Tukey) con objeto de conocer si las diferencias entre los tratamientos eran
significativas. Los porcentajes de digestibilidad de la MS, de la PB, y de las DEMS y DEPB
fueron nosmalizados mediante la transformacién del arco seno de su raiz cuadrada (Sokal y
Rohlf, 1981) previamente al andlisis estadistico. Todos los célculos se llevaron a cabo utilizando
una aplicacién informética especifica (Statgraphics Plus 4.0, Statistical Graphics Corp,,
Rockville, Maryland).

RESULTADOS
Digestibilidad in sacco

La evolucién de los valores de digestibilidad in sacco de la MS para los distintos tipos de
materias ensayadas se representa en la Fig. 1. Los valores de los pardmetros "a", "6" y "¢" de la
ecuacion de Brskov y McDonald (1979), asi como los valores de degradabilidad efectiva de la
MS para las disiinfas materias y los distintos niveles de tratamiento con dcide tinico se muestran
en la Tabla 1. El valor de estos parametros para la degradabilidad de 1a PB de las semillas de
leguminosas se muestra ¢n la Tabla 2. En todos los casos la presencia del 4cido tAnico supuso
una disminucién en la digestibilidad de la MS, detectdndose un efecto mas marcado para los
cereales en comparacion con las lepuminosas (Fig. 1). Las mayores diferencias respecto a los
iratamientos se pusieron de manifiesto a las 24 horas de incubacion, pero se atenuaron a las 48 h.
Los valores de degradabilidad efectiva de la MS confirman s ralentizacidn de desaparicion del
contenido de las bolsas en la incubacion in sacco cuando las materias fueron tratadas con AT, ya
que en todos los casos esta degradabilidad se redujo entre un 15 y un 50%. Este efecto resultd
més claro cuanto mayor se considerd la velocidad del flujo de vaciado ruminal (5=0.08 b, frente
a k=0.02 h). En relacion con los parimetros cinéticos de desaparicién de la PB de las
leguminasas (Tabla 2), las resultados fueron similares, observindose un efecto dosis dependiente
del acido tanice. La degradabilidad efectiva de la PB también resulté menor cuando se
consideraron velocidades de vaciado mminal mayores (Tabla 2). La pérdida de digestibilidad
ruminal de MS y PB estuvo basada en: 1) una disminucién de la fraceién inmedistarmente
degradable (2} para todas las harinas y dosis estudiadas; 2) un incremento de la fraccibn
potencialmente degradable (5); y 3) una disminucién de la velocidad de degradacién (¢) de la
fraccion “»”. Las diferencias fueron significativas (P<0.03) a las concentraciones superiores de
acido tanico.

Microscopia electrdnica de barrido (MEB)

Los resultados obtenidos en el estudio de MEB para las tres semillas utilizadas se muestran en la
Fig. 2 para la cebada, en la Fig. 3 para €l maiz y en la Fig. 4 para la soja.

Efecto del AT sobre la digestién de la semitla de cebada: La adicién de AT a la semilla de
cebads produjo una disminucion de la digestion bacteriana de la matriz proteica (compdrense las
Figs. 2.3 y 2.6), que en ausencia de tratamiento es el lugar de mayor afinidad para las bacterias
ruminales. Sin embargo, este efecte protector frente al ataque de las bacterias ruminales no tuvo
su reflejo en los grinulos de almidén expuestos en las semillas molidas, que si fueron
colonizados v digeridos (Figs. 2.5 y 2.6). Es destacable como a iguaidad de tiempos de
incubacién, los granulos de la cebada previamente tratada con AT fueron mas extensamente
digeridos que los de ta misma cebada sin tratamiento. E] aspecto general de las semillas indica
que los granulos permanecieron atrapados en su matriz durante la incubacién, a diferencia de la
misms materia no tratada, en la que la matriz proteica fue ampliamente digerida y los granutos
de almidon probablemente liberados al medio ruminal.
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Efecto del AT sobre la digestién de la semilla de maiz: La digestion del endospermo céreo de la
semilla tratada con AT siguié el mismo patrén que se ha descrito pare la cebada, es decir, un
efecto protector preferente sobre la estructura celular que no fue capaz de impedir, sin embargo,
el ataque & los granulos de almidén (no mostrado). En e} endospermo cémeo, sin embargo, se
detectaron las (micas evidencias del efecto protector del dcido tanico sobre la digestién del
almidén encontradas en el presente estudio. El AT c¢red una bamera protectora
extragrdinariamente efectiva a la hora de evitar la colonizacion y la consiguiente digestion de los
grinulos de almidén fracturados (comparense las Figs. 3.1,3.2y 3.3 con las Figs. 34,3.5y 3.6).
Unicamente la incubacién prolongada, por encima de 12 horas comenzé a mostrar los primeros
indicios de ataque a estos grinulos tratados con AT (Fig. 3.6). La matriz proteinicea del
endospermo comeo tratado con AT resultd extraordinariamente resistente al ataque de las
bacterias ruminales (Fig. 3.2), contribuyendo a elio sin duda 1z riqueza en proteinas del tipo
prolaminas, cuyos grianulos se observan en la Fig. 3.2,

Efecto del AT sobre la digestidn de la semilia de soja: La adicién de dcido tinico a la semilla de
soja provocd la reduccidn de la digestién de las estructuras celulares proteiniceas de la semilla
de soja de manera muy efectiva durante, al menos, las primeras 12 horas de incubacion en el
rumen (Figs. 4.5 y 4.6). Frute de ello, las ldminas de la superficie de fractura de las semillas
expuesta 8l ataque de los microorganismos ruminales permanecicron practicamente intactas
durante parte de la incubacién (Fig. 4.5). Sin duda ¢l efecto mas sorprendente fue el observado
sobre los grinuios de almidén. Desde fases tempranas (4 horas), los grinulos de almidon en las
semillas tratadas aparecen muy colonizados y ampliamente atacados por las bacterias ruminales
{Fig. 4.4), a diferencia de lo observado en los grinulos de almidén de la soja no tratada, en los
que no hubo evidencias de dafios por digestién ruminal incluso cuando se analizaron las
muestras después de 12 horas de incubacion (Fig. 4.3).

Separacion electroforética de las fraccianes proteicas

Los resultados de la separacién electroforética de las distintas fracciones proteicas de la harina
de guisante contenidas en los exiractos preparados a partir de los residuos de las bolsas
incubadas en el rumen a los distintos iempos se muestran en la Fig. 5. En los geles se observa lz
persistencia de una mayor cantidad de protefna soluble en aquellas materias tratadas con acido
tinico en relacidn con la desaparicién de {as fracciones de proteina soluble que tuvo lugar en las
harinas no tratadas.

DISCUSION
Digestibilidad ruminal

La evaluacion de los efectos de los taninos en los rumiantes s complicada, tanto por las
adaptaciones de estos animales a la presencia de los taninos en las raciones, como por la
particularidad y complejidad de su fisiologia digestiva. En los Gltimos tiempos es creciente la
tendencia que comienza a valorar la existencia de posibles efectos beneficiosos de los taninos en
afimentacidn de rumiantes bajo determinadas circunstancias (Butter ef af., 1999). En los sistemas
extensivos, basados en alimentos forrajeros en los que el componente proteico suele set el
principal factor limitante, la ingestién de contenidos elevados en taninos puede determinar una
disminucién de la digestibilidad de los carbohidratos estructurales (Barry y Duncan, 1984; Yu et
al., 1993), dada la capacidad de los compuestos polifenélicos para unirse al componente fibroso.
Dado que el ramen es el tnico cotapartimento ¢n el que pueden ser aprovechados los alimentos
fibrosos, el resultade global de esta pérdida de digestibilidad ruminal es la disminucion de los
indices productivos. Este hecho es especialmente claro cuando los forrajes son pobres en
proteina. Sin embargo, sc ha observado una utilizacion més eficiente del nitrégeno proteico de la
racior cuando ésta incluyd leguniinosas con contenidos moderados de polifenoles (por debajo
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del 5%), como han demostrado distintos estudios (McNaab et &l., 1993, Waghom ef al,, 1994,
1998). De este modo, la concepeidn generalizada de los taninos como sustancias antinutritivas
estd cambiando, pasando a ser considerados como sustancias con potenciales efectos
beneficiosos sobre el aprovechamiento del nitrdgeno de las raciones bajo ciertas circunstancias
(Lowry eral.,, 1996),

Los estudios orientados & la evaluacion de los taninos en refacién con sus efectos sobre la
digestibilidad ruminal de los alimentos concentrados proteicos y energéticos de origen vegetal
han side menos numerosos. Es conocido que tanto los concentrados proteicos como los
energéticas son répide y extensamente degradados en el rumen, no llegando al intestino mas que
una pequefia fraceidén de la proteina y la energia ingerida con los alimentos concentrados. Sin
embargo, la digestion de estos componentes en el intestino es mucho miés eficiente desde el
punte de vista metabdlico que su digestién en €l rumen. La utilizacion del acido tdnico como
protector de la harina de soja fue estudiada por Hatfield (1970) y Driedger y Hatfield (1972),
quienes demostraron una menor degradacion de la harina de soja en el rumen, asi como efectos
beneficiosos sobre el ¢recimiento v la retencion de nitrogeno, Mas recientemente, Pace ef of.
(1993) obtuvieron conclusiones similares, Los resultados obtenidos en el presente estudio
confirman el efecto protector dosis-dependiente del 4cide tinico sobre la degradacién de las
distintas harinas de leguminosas y cereales utilizadas.

No obstante, otros estudios encontraron que €l efecto de los taninos hidrolizables sobre la
digestibilidad de la harira de soja fue muy escaso (Hervas er al., 2000), haciendo responsable de
esta débil proteceion obtenida, por una parte, 2 la laxitud de 1a unién entre este tipo de taninos y
las proteinas, y por otra, a la facilidad con la que los taninos hidrolizables son metabolizados en
el rumen. Los resultados del presente estudio sélo pueden ser comparados en relacion con ta
harina de soja, al no existir ninguna otra materia prima en comin, v en este caso, la reduccion
que el AT causé sobre la digestibilidad tanto de Ia materia seca come de la proteina fue mucho
mayor que Ia obtenida en ¢l trabajo de Hervés ef a/. Entre las posibles causas que explicarian
¢sta discrepancie puede estar el distinto origen del dcido tdnico utilizado, pues han sido descritas
notables diferencias en los componemtes del dcido tanico de distintas fuentes comerciales
{Verzele y Delahaye, 1983; Hagerman er af, 1992), que se han reflejado en diferencias
significativas en su capacidad para unirse a proteinas y/o precipitarlas (Makkar y Becker, 1993).
Por otra parte, sc ha demostrado la existencia de especics bacterianas ruminales capaces de
hidrolizar los complejos entre taninos hidrolizables y proteinas (Broker e al., 1994), otras que
pueden degradar a los taninos hidrolizables (Nelson er af., 1995; Skene y Broker, 1595 Odenyo
¥ Osuji, 1998), e incluso a los condensados (Perez-Maldonado y Norton, 1996, Bhat et of.,
1998). No obstante, en todos los casos revisados, la actividad tanasa fue muy débil,
necesitindose cultivos puros de las bacterias, con tiempos de incubacion muy largos (2-3 dias)
para detectar los efectos en estas condiciones Sptimas de cultive. Este hecho hace pensar que la
repercusitn de la actividad tanasa ruminal en condiciones fisiolégicas no resulte suficiente para
superar una interaccién AT-proteina durante el corto periodo de supervivencia de los alimentos
concentrados en el mmen Dada la ripida digestion de las harinas de leguminosas y
concentrados, una reduccion de su degradabilidad capaz de persistir hasta 12 horas de incubacién
resulta de gran interés, aunque si s¢ mantienen las bolsas en ¢l rumen durante un tiempo mayor,
el efecto protector llegue & desaparecer,

Si se compar: el efecto del AT con otras sustancias utilizadas para la reduccién de la
degradacion de harinas de sentillas, como &l formaldehido, se deduce que éste tesultaria menor a
iguaidad de concentracién. Asi, Antoniewicz et al. (1992) enconiraron que incluso la
concentracion del 1% ya fue suficiente para producir reducciones en la digestibilidad ruminal de
la PB cercana al 90% en algunas leguminosas tras 12 horas de incubacién ruminal. Otros
estudios llegaron a conclusiones similares (Thomas ef al., 1979; Varvikko ef al., 1983), Pero
existe un riesgo derivado de 1a fuerte proteccioén aportada por el formaldehido: el margen entre ia
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proteccion y {a sobreproteccion (con la consiguiente pérdida de digestibilidad post-ruminal) es
muy estrecho {Kowalczyk et af, 1982). El AT, por el contrario, produjo efectos mds progresivos
sobre la digestibilidad ruminal de 1as harinas, lo que representa una indudable ventaja con vistas
a conseguir ¢l grado de proteccion deseado. En este sentido, tanto la supervivencia de las
fracciones proteicas de las semillas durante la incubacién in sacco, como la reversibilidad de las
uniones entre el AT y las proteiras se muestra en la Fig. 5 para la semilla de guisante.

En relacion con los posibles efectos toxicos de los taninos sobre los animales, se ha descrito que
los taninos condensados raramente son tOXicos, y a concentraciones moderadas sdlo ejercen
efectos antinutritivos (Singleton y Kratzer, 1969). Los taninos hidrolizables pueden ser imnds
perjudiciates tanto para monogastricos (Jansman, 1993) como para rumiantes, pudiendo producir
sraves efectos cuando se utilizaron concentraciones superiores al 20% sobre el total de MS de la
racion (Butter et o, 1999). No obstante, las concentraciones de AT utilizadas en el presente
trabajo estdn muy alejadas de esos valores, dado que ‘micamente se limitarian a alimentos los
concentrados, y estos representan un porcentaje pequedio en el conjunto de la racion.

Se ha descrito que la afinidad de los taninos por los carbohidratos es considerablements menor
que por las proteinas (Butter er @/, 1959). Aun asi, distintos estudios han observado pérdidas de
digestibilidad del aimidén por Ia presencia de taninos (Waldo, 1973; Deshpande y Salunkhe,
1982; Makkar er ol., 1987). Sin embargo, Davis y Hoseney (1979) no lograron discernir si la
unién entre taninos y almidén era mas dependiente de aquetlos o de éste. En ¢l presente estudio
se observo una la reduccién de [a digestibilidad de Ja MS en las semillas de cereales cuando éstos
se trataron con AT (Fig. 1; Tabla 1). La proteccion de la semilla de cebada resulta de interés con
objeto de evitar fos efectos indeseables derivados de la rdpida degradacién de la misma en el
rumen. En ¢l caso del maiz, aunque se trata de una semilla mucho mas lentamente degradada en
el rumen, también puede resultar de interés su protecciom eén el rumen con objeto de favorecer
una digestion metabdlicamente mas eficiente en el intestino (Owens et 4f., 1986). Sin embargo,
los parametros cinéticos de 1a ecuacidn de Grskov y McDonald (1979) no permiten conocer si el
efecto protector del dcido tdnico se dirigié especificamente al almiddn de las semillas o si su
proteccion fue indirecta como resultado de la proteccion de otros componentes de la semilla. En
este sentido, los estudios de microscopia electronica de barrido son un interssante complemento
a los estudios de digestibilidad,

Microscopia elecirgnica de barrido

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, la naturaleza de la defensa del
AT frente a los microorganismos ruminales radica en la proteccidn que éste gjerce en la matriz
proteica, ¥y no por un efecto protector de los granulos de almidén en si, unido a la fuerza de las
relaciones entre el granulo de almidon y la matriz proteica (nuy estrecha en ¢l endospermo
cdmneo del grano de maiz, pero mucho mas laxa en el erdospermo céreo). Este mecanismo ha
sido descrito previamente para el formaldehido (McAllister ef a/,, 1994), y en este mismo
sentido, ya Schaffert e al. {1974) describieron que la cantidad de proteina digestible presente en
los granos de sorgo podria ser el principal factor limitante para la utilizacién de las vaniedades
con alto contenido en taninos.

El granulo de almidon intacto probablemente no posea estructuras externas afines para la unidn
de los taninos, de manera que pot esta razon el dcido tinico no resulta protector frente al ataque
de los microorganismos. De hecho, las materias tratadas con AT mostraron que sus granulos de
almidén fueron mas digeridos que los de la misma semilla sin tratamiento. En efecto, los
grénulos de almidén también son digerides en las materias tratadas con AT (Figs. 2.5 y 2.6; Figs.
4.4 y 4.6), mientras que la matriz proteica es mas resistente (Fig. 4.5 y 4.6). Por esta razon,
parece que la interaccion del AT tiene lugar con las protefnas de la matriz que circunda a los
grénules de almidon, y el mecanismo mas probable de este efecto sea la creacion de puentes de
hidrégeno. Esta aparente ausencia de interaccién entre el grinulo de almidén y el AT estd en
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contrasie con otras evidencias que apuntan en sentido contrario {Despahnde y Salynkhe, 1982).
Sin embargo, no se han encontrado referencias que estudien el efecto de los taninos sobre la
digestién del granulo de almidon aislade, ne incluido en 1a semilla de procedencia, motivo por el
cual es practicamenie imposible distinguir entre la interaccidén del AT con el almiddn o con las
proteinas estructurales de las semillas. ’

En este sentido, es destacable que los granulos poligonales de almiddén dei endospermo cérneo
del maiz, que han sido previamente fracturados por la molienda, son dvidamente digeridos por
los microorganismos, mientras que los mismos granulos tratados con 4cido tanico no lo son. De
lo anterior parece deducirse que el AT muestra afinidad por el almidén, pero las interacciones
son posibles finicamente si el grinulo de almidén muestra alguna superficie interna expuesta. El
resultado final, en cualquier caso, dei use del acido tdnice supone un flyjo incrementado tanto de
carbono como de nitrdgeno hacia el intestino deigado.

A la vista de los resultados, el AT, y probablemente por extensién la mayoria de los taninos,
parece una sustancia prometedora en la optimizacién del aprovechamiento de las proteina y el
almidén en las semilias de cebada, maiz ¥ de soja. Su mecanismo protector parece ser directo
sobre las proteinas, y de manera indirecta sobre ¢l almidén, que queda encerrado y no accesible a
los microorganismas ruminales, y la consecuencia directa es el paso de ambos componentes
hacia el intesting, donde pueden ser digeridos de manera mucho més eficiente que en ¢l rumen

EXPERIMENTOQ 2: EFECTO DEL ACIDO TANICO SOBRE LA HIDROLISIS
ENZIMATICA IN VITRO DE DISTINTAS FUENTES PROTEICAS

MATERIAL Y METODOS
Enzimas

Lag enzimas utilizadas fueron; pepsina (EC 3.4.23.1, tipo A, de mucosa estomacal porcina,
actividad: 475 U/mg polve, Sigma), tripsina (EC 3.4.214, tipo IX, de péncreas porcino,
actividad 14900 U/mg proteina, Sigma), quimotripsira (EC 3.4.21.1, tipo II, de pancreas bovino,
actividad: 50 U/mg de polvo, Sigma), y peptidasa (de mucosa intestinal porcina, actividad: 102
U/g de polvo, Sigma).

Fuentes proteicas

Las fuentes proteicas utilizadas en los ensayos fueron: seroalbimina bovina (BSA), hemoglobina
bovina (HB), gelatina (GE; tipo A, de piel porcina), obtenidas de Sigma Chem. Co. (St. Louis,
MO, USA), y hatinas de soja (HS) y de guisante (HG), obtenidas de un proveedor local.

Preparacién de los muestras

Los distintos complejos entre las proteinas y el AT fueron preparados como se describe a
continuzcion. En el caso de las semillas de soja v de guisante, éstas fueron molidas y pasadas a
través de un tamiz de 1 mm de luz. Las hannas resultantes fueton tratadas con una solucién
acuosa de AT (10% p/v), hasta alcanzar unas proporciones finales del 1.0, 2.5 y 5.0% (p/p)
basindose en la materia seca. Se afiadio agua destilada en cantidad suficiente para asegurar una
distribucién homogénea del AT en las harinas, y se agitd activamente durante 15 minutos. El
exceso de agua de la mezcla se elimind posteriormente mediante el secado de las muestras en
una estufa de aireacion forzada a 45°C durante el tiempo necesario (airededor de 48 horas).
Cuando Ia mezcla estuvo seca, se volvié a moler y se pasé a través de un tamiz de 0.4 mm de luz
antes de ser utilizada en los ensayos. La fuentes proteicas solubles en agua (BSA, caseina y HB)
se mezclaron directamente con AT, y la interaccion con este compuesto se asegurd mediante
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agitacion continua de Ja mezcla durante 20 min. En todos los casos, los controles se prepararon
como se describe anteriormente, pero utilizando linicarmente agua destilada en lugar de AT.

Hidrélisis enzimdtica in vitro de las fuentes proteicas

Fundamentg: El cambio en la hidrolisis enzimatica de las protefnas tratades o no con AT se
evalud in vitro empleando la titulacion con pH-stat, de acuerdo con Pedersen y Eggum (1983).
Este método esta basado en que los grupos libres amino y carboxilicos formados tras la hidrélisis
de las proteinas estarin mis o menos ionizados dependiendo del pH del medio de reaccion. De
este modo, 1a hidrolisis de las proteinas esta acompafiada de la liberacion o de retirada del medio
de reaccién de H', dependiendo del pH. Esto significa que si el pH del medio de reaccion se
mantiene a un valor constante de 8.0, la relacién entre la cantidad de enlaces peptidicos
hidrolizades, y 1a cantidad de base consumida para impedir Ja varacion del pH es proporcional y
equimolar.

El parémetro biolégico utilizado para evaluar la hidrélisis enzimética fue el grado de hidrélisis
{GH), y fue calculado de acuerdo con Alder-Nissen (1986) segin la ecuacion: GH (%) = (hvhy)
x 100; siendo h el equivalente de hidrolisis, y htot el nimero total de enlaces peptidicos de la
proteina. Para la mayoria de las proteinas este valor ha sido calculado a partir de la masa
molecular media de las propias proteinas, v asumiendo que la masa moelecular media de los
aminoacidos que la componen es de 120 Da.

Degeripeion de los ensayos: Para la determinacién del grado de hidrélisis (GH) de las fuentes
proteicas, con ¢ sin tratamiento previo con AT (1.0, 2.5 y 5.0% p/p), se prepararon las solucienes
de las distintas materias conteniende 8 mg de proteina/m] (Kjeldahl N x 6.25) y se ajustaron a
pH 8.0 con NaOH 0.1N. Una vez estabilizada la mezcla de reaccidn, se afiadid un extracto
maultienzimdtico, preparado segin Rozan er ¢l. {1997), formado por tripsina pancrestica porcina,
quimotripsina pancreftica bovina y peptidasa intestinal porcina, que aportd 10 unidades de
actividad proteasa por mg de proteina, medida segan Walter (1984). La mezcla de reaccion se
mantuve en agitacién continua mediante un agitador magnético y 2 temperatura constante de
37°C. Cada determinacién fue realizada por triplicado. El grado de hidrolisis después de 45
minutos de reaccidn, en las condiciones descritas, se consideré como una medida de la
digestibilidad proteica in vitro (Pedersen y Eggum, 1583).

Ensavos en fase dcida y fase alcalina: Con objeto de valorar el posible efecto de una fase dcida
inicial sobre el grado de hidrélisis de las fuentes proteicas, se incluyé un ensayo previo a pH 3.5
y con adicién de 12.5 U de pepsina por mg de proteina que simulase el paso por el estomago. La
actividad proteasa 4cida se midié segin Anson (193B). Esta fase previa duré 15 minutos,
manteniendo la temperatura a 37°C y la mezcla de reaccion en agitacién continna. Terminada
esta fase, el pH fue estabilizado a 8.0, ¥ se siguid el procedimiento descrito previamente durante
otros 45 minutos para obtener el valor del grado de hidrolisis en condiciones alcalinag,

Cuantificacion de los aminodcidos totales liberados durante la hidrélisis enzimdtica

La cantidad de aminodcidos totales presentes en el vaso de reaccidn fue determinada mediante el
procedimiente descrito por Church ef af, (1983), usando o-ftalaldialdehido (OPA). El método se
basa en [a reaccidn entre dicho compuesto y el B-mercaptoetanol con las aminas primarias
(grupos c~-amine), dando lugar a un compleje que absorbe fuertemente a 340 nm. La solucitn
extempordnea de OPA contenia 50 ml de tetraborsto sddico 0.1M; 5 ml de SDS al 20%; 80 mg
de o-ftalaldialdehido disueltos en 1 ml de metanol; y 0.2 ml de -mercaptoetanol, completdndose
con agua destilada hasta 100 ml de volumen. Las muestras obtenidas del vaso de reaccién (100
ul, conteniendo 800 pg de proteina) fueron mezcladas inmediatamente con el mismo volumen de
TCA al 20% (p/v), v la solucidn resultante se centrifugd (15.000 g, 15 min). Se tomaron 10 ul
del sobrenadante y afiadieron directamente a 1.0 mi del reactivo OPA, mezclando brevemente e
incubando durante 5 minutos a ternperatura ambiente. Por (itimo, se midio la absorbancia a 340
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nm, ¥ se comparo con un estdndar claborado con L-leucina. Los resultados se expresaron como
ug de equivalemtes de L-leucina liberados por cada mg de proteina. Los ensayos se realizaron por
riplicade.

Electroforesis de los productos de la hidrdlisis

Todas las separaciones electroforéticas se llevaron a cabo en geles de poliacrilamida (PAA) en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), utilizando el sistema discontinuo de tampones
descrito por Laemmli {1970), segdn se ha descrito en el Experimento 1

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza de una via (ANQVA), seguido de
una comparacion de medias (test de Tukey), Los wvalores de % GH fueron normalizados
previamente a su andlisis estadistice mediante la transformacién del arco seno de su raiz
cuadrada, de acuerdo con Soka! y Rohif, 1581.

RESULTADOS
Grada de hidrolisis

Los valores del grado de hidrélisis (GH) obtenido para las fuentes proteicas utilizadas con los
diferentes niveles de inclusién del AT (0, 1.0, 2.5 y 5%), y con ¢l desarrollo de una (inica fase
alcelina o con la inclusién de una fase acida previa, se muestran ¢n la Tabla 3.

Efecto de una fase acida previa sobre la hidrolisis alcglina: No se encontraron diferencias
significativas {P<0.05) sobre el grado de hidrolisis de las fuentes proteicas entre ¢l desamollo de
una imica fase alcalina y la inclusién de una fase 4cida previa a la fase alcalina. La finica
excepeidn la presentd la hemoglobina no tratada. Esta materia mostrd un netable incremento en
el % GH cuande se sometio a hidrolisis dcida mas alcalina {10.46 & 0.35) en comparacion con el
% GH que se obtuve cuando se desarrolld la hidrdlisis en uns anica fase alcalina (7.10 £0.33),

Efecto de 12 concentracion de AT: La inclusion de AT a diferentes niveles (del 1 al 5%) resulté
en una reduccion del valor de % GH para la BSA, que pasd de 12.1 £ 0.70 cuando no fue tratada
con AT a 6.8 + 0.57 cuando el AT se incluyd al 5%, ambos valores para la fase alcalina. En €]
ensayo en dos fases, dcida seguida de alcaling, el % GH pas6 de 10.9 + 0.17 de la BSA sin tratar
a 7.6 + 0.15 para la materia tratada al 5% de AT. Ninguna de las demds maierias ensayadas
mostré disminucion en el valor de % GH cuando se incrementaron los niveles de inclusior del
AT. Por el contrario, el incremenio fue significativo {(P<0.05) para la HS, HG y HEM cuando se
incluyd el AT. La caseina no mostré diferencias significativas independienternente del nivel de
inclusidn del AT en los ensayos.

Aminodcidos totales liberados en la hidrdlisis in vitro

La cantidad de aminodcidos totales liberados hidrdlisis enzimética de las materias tratadas o no
con distintos niveles de AT se detalla en la Tabla 4.

Efecto de yna fase acida previa sobre la hidedlisis alcalina: La cantidad total de aminodcidos
liberados para todas las materias, e independientemente del nivel ensayado de AT, fue
significativamente mayor (P<0.05) cuando se incluyé en el ensayo la fase dcida previa El
tratamiento acido y 1a actuacion de la pepsina favorecieron la liberacion de aminoécidoes en todas
las fuentes proteicas ensayadas.

Efecto de la concentracion de AT: Bl incremento de 1a cantidad de AT (del 1 al 5%) produjo una
disminucién significativa (P<0.05) en la cantidad de aminodcidos liberados de la BSA. Asi, se
pasd de 122.29 £ 6.52 pg de equivalentes de L-feucina liberados por 100 mg de proteina para la
BSA no tratada, a los 39.76 + 8.87 pg L-leucina’/100 mg proteina cuando se incluyd el AT al 5%
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en la fase alcalina. Este efecto también fue marcado cuando se estudiaron las dos fases, dcida y
alcalina, pasando de 149.80 + 6.44 para la BSA no tratada, a los 94 38 + 4 44 pg L-leucina/100
mg proteina para la BSA tratada con un 5% de AT. La caseina tratada al més alto de los niveles
(5% AT) mosird un descenso significativo (P<0.05) en la liberacién de aminodcidos en fa fase
alcalina (de 113.25 £ 1,59 a 80.72 £ 6.71), pero la inclusion de Ia fase previa icida superd este
efecto (de 108.63 + 1.74 a 116.04 £+ 2 97). El resto de materias ensayadas mostrd un incremento
significativo (P<0.05) en la cantidad de aminodcidos totales liberados al final de tiempo de
ensayo, independientemente del nivel de inclusién del AT en ¢l mismo.

Deteccién electroforética de los productos de la reaccién

Solamente la BSA mostrd una clara reduccion de la proteolisis cuando se afiadid AT a la mezcla
de reaccién (Fig. 6), medida como la persistencia de las fracciones proteicas en los geles S3DS-
PAGE a lo largo del tiempo de ensayo (carril 1: tiempo cero; catril 8: 2700 segundos). En el
extremo contrario se situd la caselna, que fue totalmente hidrolizada (Fig. 7),
independientemente del nivel de AT afiadido.

DISCUSION

Los taninos son considerados como sustancias antinutritivas que afectan a los procesos
digestivos de los animales, aunque sus mecanismos de accion Gltimos en el wbo digestivo no
estan completamente aclarados. El principal aspecto a considerar cuando se estudian los efectos
antinutritives de los taninos consiste en su capacidad para formar complejos insolubles con la
proteina bajo condiciones adecuadas (Martin 7 al., 1985). Esta capacidad de union de los taninos
con las proteinas enddgenas y/o de los alimentos dentro del intestino es considerada responsable
de algunos de sus efectos sobre la digestidn y absorcidn de los nutrientes.

Aunque los estudios quimicos y bioquimicos en relacién con las interacciones entre los taninos y
las proteinas son abundanies en la literatura, la extrapolacidn de los resultados abtenidos en los
mismos a los efectos en organismos vivos debe hacerse con precawncién, dado que los niveles de
taninos o las relaciones entre los taninos vy las proteinas utilizados estan muy alejados de aquellos
que se podrian establecer en condiciones fisioldgicas. Por lo tanto, se podrian obtener mejores
conclusiones de aquellos estudios en los que los niveles de taninos se aproximen mas a los que
pueden existir en los alimentos. En el presente trabajo se han utilizado niveles relativamente
bajos de AT para evaluar los efectos de esta sustancia sobre la solubilidad de las proteinas, ¥
sobre la hidrolisis enzimatica de las mismas, que oscilaron entre el 1 y ¢l 5% sobre Ia MS, La
eleccion de esta cantidad se realizé atendiendo a varias razones; a) es altamente improbable que
en condiciones fisioldgicas pueda existir un conienido en taninos en forma *“libre” o reactiva
dentro del tubo digestivo suficiente como para provocar que el conjunto de la racidn contenga
valores préximos al 3% de la MS total ingerida (Barry y Manley, 1986); b) los efectos
beneficiosos descritos sobre los indices productivos de los rumiantes han tenido lugar con
contenidos ¢n taninos por debajo del 5% (Waghorn, 1990, Wang er af, 1996); y c) Ia maxima
concentracion de AT utilizada en los ensayos de los efectos de! AT sobre la digestibilidad
ruminal de las fuentes proteicas fue del 5% (ver Experimento I).

Es generalmente aceptado que bajo las condiciones existentes en el tubo digestivo de los
mamiferos, los taninos forman complejos insolubles con las proteinas y almidones, lo que
determina una reduccién en la biodisponibilidad de ambos. Se ha sugerido que factores como el
tamafio molecular (proteinas de menos de 20 kDa muesiran poca afinidad por los taninos), y el
contenido en prolina (a mayor contenido en prolina, mayor afinidad) afectan a la formacién de
los complejos entre taninos y proteinas, De hecho, algunos herbivoros salvajes (y también
animales de laboratoric} han desarrollado la capacidad de segregar proteinas salivares ricas en
este aminoicido como mecanismo protector frente a los efectos de los taninos en tramos
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posteriores del tubo digestivo (Mehansho e al., 1987a,b). Por ¢l contrario, se conoce poco acerca
de fa influencia de la estructura de los taninos én su interaccidin con las protefnas (Hagerman,
1592).

Con objeto de probar si la combinacién de las proteinas con AT afectaba a su posterior hidrdlisis
por las enzimas digestivas, se disefiaron experimentos erapleando una digestidn i vitro con pil-
stat, método ampliamente aceptado para evaluar la hidrélisis de proteinas por enzimas digestivas
(Alder-Nissen, 1986; Rozan et al., 1997). En cada experitnento las enzimas se afiadieron a la
mezcla de reaccion tras ser ésta estabilizada a pH $.0. Bajo tales condiciones, sélo la BSA
mosird tanto un menor grado de hidrélisis como una menor liberacién de aminodcidos conforme
s¢ aumentaba la concentracion de AT en la mezcla de reaccidn (Tablas 3 y 4). Este resultado
podsia deberse a la alta afinidad de esta proteina por los taninos (Hagerman y Butler, 1581),
unida 2 su alta solubilidad, o que sugeriria la existencia de complejos solubles BSA-AT
caracterizados por la formacion de una cubierta hidrofdbica que obstaculizaria la hidrélisis
enzimatica (McManus er of, 1983). Mole y Waterman (1985) también obtuvieron una
disminucién en la proteolisis de ia BSA tratada con AT. En contraste con los resultados
obtenidos con la BSA, el resto de las proteinas usadas en este estudio se hidrolizaron mejor
después de ser incubadas en presencia de AT. En el case de la HB, el efecto fue menos evidente,
puesto que se ha descrito que las proteinas con estructura globular y compacta parecen tener una
menor afinidad por los taninos (Hagerman y Butler, 1981),

Se ha sugeride la posibilidad de que los taninos se vuelvan a unir a las proteinas enddgenas en
las partes inferiores del intestino, debido a que el pH vuelve a caer en el rango &ptimo para esa
unién (Swenson, 1993), ¥ esto puede ocasionar efectos sobre sustratos y/o enzimas (Mitaru ef
al., 1984; Yu et ai, 1995,1996), ¢ incluso se han descrito dafios histoldgicos en el yeyuno distal e
ilecn (Dawson, 1999). Este hecho ha sido responsabilizade de la disminucidn de la digestibilidad
en este tramo posterior, conduciendo a pérdidas del nitrégeno de los alimentos. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que las proteinas capaces de superar la hidrélisis del duodeno y llegar al
yeyuno manteniendo masas moleculares por encima de 20 kDa es muy poco probable que sean
aprovechadas eficientemente en dicho tramo. Las enzimas completan la hidrélisis proteica en
este tramo final del intestino delgado son las amino y carboxipeptidasas, ambos fipos incluidas
en ¢l grupo de laz cxopeptidasas digestivas. Comparativamente, las exopeptidasas tienen una
actividad hidrolitica sobre los enlaces peptidicos menos eficiente que las potentes endopeptidasas
del duodeno (tripsina, quimotripsing, elastasa), puesto que tienen limitada su actuacién a los
extremos de las moléculas, dando como resultado una hidrolisis menos eficiente. Como
resultado, las exopeptidasas pueden liberar aminoacidos de la molécula a una velocidad muy
modesta, por lo que estas proteinas que legan con su estructura integra al tramo final del
intestino delgado tienen muy poco valor biolégico. Por otra parte, aquellos pequefios
polipéptidos de unas decenas de aminoicidos, resultado final de la hidrélisis de las proteasas
pancredticas, y sobre los que actian las enzimas exopeptidasas liberando aminoacidos
absorbibles, en principio no son moléculas que presenten afinidad por los taninos, pues de
acuerdo con Hagerman y Butler {1981), las proteinas de masas moleculares inferiores de 20 kDa
son escasamente afeciadas por los taninos. De este modo, Ias consecuencias de los taninos libres
sobre la digestion derivados de su unidn a las proteinas en estos iramos parecen en principio
poco importanies. De hecho, pudiera resultar incluso beneficioso que existieran proteinas
suficientemente grandes de bajo valor biokégico para que los taninos libres se unieran & ellas y de
esta forma protegieran a las vellosidades intestinales de una alteracién relacionada con los
procesos de absorcion (Bravo et o/, 1994).

La explicacién mas aceptable que puede darse a la hidrdlisis enzimatice aumentada de las
proteinas ensayadas, excepto la BSA, sea que el AT utilizado a estos bajos miveles, pueda causar
ligeros 0 moderados cambios de conformacion que afecten a su estructura terciaria. Esta
alteracién puede ser suficiente para permitir a las enzimas proteoliticas el acceso a un mayor
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nimero de enlaces peptidicos de las proteinas. Esta explicacion es compatible con los resultados
de algunos estudios, que han descrito un incremento en la absorcion neta de aminoacidos desde
el intestino delgado en animales slimentados con dietas que contenfan cantidades moderadas de
taninos (McNabb et al., 1593; Lee er af., 1995; Wang et af., 1996).

Los tres métodos diferentes que han sido utilizados para evaluar los efectos del AT sobre la
hidrdlisis de las proteinas (pH stat, liberacion de aminoacidos totales, y estudio de los productns
de hidrdlisis mediante SDS-PAGE), ofrecieron resultados consistentes entre ellos. Aunque cada
método ha sido wtilizado en diversos estudios de digestibilidad, y tiene validez por si mismo, la
combinzacitn de los tres aporta una informacién mas completa a la hora de evaluar los procesos
proteoliticos que el uso de uno de ellos por separado.

Los estudios in vitro, aunque no son verdaderamente representativos del conjunto de los
fendmenos bioldgicos que tienen lugar in vive, son utiles para conocer los efectos de factores
aislados del resto de fendmenos que puedan ocurrir en condiciones fisiologicas, ¥ en este caso,
han servido para conocer ciertos efectos de los taninos sobre la digestion de las proteinas.

CONCLUSIONES

Experimento 1: ¥l dcido tanico aplicade a los alimentos concentrados energéticos y proteicos ha
mostrado su efectividad a la hora de reducir la digestién de los mismos dentro del rumen. Esta
sustancia protege preferentemente a las proteinas de las semillas, e indirectamente al almidon, de
su hidrélisis per los microorganismos ruminales. De lo anteriot se deduce su utilidad tanto para
aumentar la disponibilidad intestinal de la proteina v el almidén de los alimentos concentrados,

como para prevenir las alteraciones metabolicas derivadas de la rapida digestion del almidén de
los cereales.

Experimento 2; El icido tanico no impidié la hidrolisis enzimatica post-ruminal i vitro de las
fuentes proteicas, salvo excepciones concretas, teniendo lugar en algunos de los casos incluso un
incremento de esta hidrolisis en malterias primas que previamente interaccionaron con esta
sustancia. Es, por tanto, poco probable que en condiciones fisioldgicas, y a un bajo mvel de
inclusion, este compuesto resulte un impedimento para la hidrélisis post-ruminal de ia proteina.

A modo de conclusién final, el uso de los taninos respecto a otros métodos fisicos o guimicos
para regular la digestion de del almidon puede presentar algunas ventajas, como: a) la posibilidad
de sobreproteccion es menor que con el uso de otras sustancias, como el formaldehido; b) dada la
dependencia de las uniones de los taninos ¥ otras macromeléculas del pH, existe la posibilidad
de revertir esas uniones entre taninos y protefnas en las condiciones de pH del abomaso (entre 2
¥ 3) ¥ del duodeno (por encima de 8), quedando ésta disporible para las enzimas proteoliticas
intestinales; y ¢} 1a posibilidad de realizar seleccién genética de aquellas variedades que posean
un nivel ptimno de taninos para conseguir proteger a los almidones de una digestién répida,
puesto que son sustancias naturales que existen en los vegetales v no han de ser adicionadas
externamente. En este sentido, se han aislado penes responsables de la sintesis de taninos en
distintas especies vegetales (Morris y Robbins, 1998; Winkel-Shirley, 1998), por lo que parece
posible incorporar esta caracteristica a especies forrajeras que no la poseen,
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Tabla 1. Pardimetros de la cinética de degradacion in sacco de la MS segim @rskov

¥ McDonald {1979).
materia % a b ¢ DEMS&*
AT .
k=0,02k"  k=0,05 kT k=008 i~
Haba ] 21,00 76,75 0,057 77,89* 61,99 * 5303 °
1 1572 8428 0044  73s58% 5508  4554°
25 I191 8809 0,036 68377 4881 ° 3909°
5 767 9233 0019  s253°  3300° 2531 °
Judia 0 1764 7547 0,072 7661* 6205 ° 5326 °
1 1688 7786 0049  7211%®  5534% 4638 ¢
25 1078 8922 0033  s608° 45997 3661 °
5 971 9029 0,021 5596° 3641 ° 2848 ¢
Soja 0 2701 72,79 0,040  7537" 591%8*  S111*
1 2193 7807 0,023 6352° 4638°% 3925 %
25 155 8444 005 52,16 3534 2912 °
5 1414 8586 0,015 51,49 ° 3436° 2800 °
Guisante 0 2516 7547 0,059 81,56 6598°* 5706 °
1 1302 8830 048 7523 5715% 4592t
25 1088 8916 0025  g041% 40607  3211°
5 960 9040 0,009 3722° 23,13° 1856 °
Cebada 0 37,06 5953 082 8496 7411° 6726 °
I 2946 6924 0,050 7897® 6415°  5616%
25 2235 7302 0,041 7123% 5503 ° 4689 ¢
5 1602 B399 0017  ssl0? 3770t 3L02¢
Maiz 0 199 5498 0067 62,22  5136° 4493 *
1 1366 6053 0,050  se90%™  4400% 3701
2,5 1264 5907 0,040  s20s® 3893° 3236°
5 10665 46315 0,033 3933° 2895 ° 2409 °

* Degradabilidad efectiva de la MS, segiin la expresién: Dg MS= & + [(b x c)/(c+k)], siendo
*£* 13 velocidad del flujo de vaciado del rumen (% h'h).

Loz valores que comparten superindice dentro de cada materia no sor significativamente
diferentes (p<0.05).
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Tabla 2. Parimetros de la cinética de degradacion ir sacco de la PB segin rskov

y McDonald {1979).

. % R
materia AT ] b C DEPB

k=002 k=0,05h"7 k=008 K"

Haba ¢ 30,03 6997 0,084 86,54 ° 7389  6587°

1 2452 7548 0,046  7713®  6069°  52,08°

2,5 1699 8301 0026 6391  4539°  3735%

5 14,02 8598 0,020 57019 856! 31,224

Judia ¢ 3315 6685 0,093 88,17 76,63 ° 69,09 *

1 268 7311 0,051  7941%  6381°  5535°

25 2126 7874 0,041  7418°  3674°  47%4°

5 1337 8663 0036  6906° 4963¢  4026°

Soja 0 2639 7361 0,077 $4,82" 71,02°¢ 6249°

1 19,79 80,21 0,041 73,70 % 5503 b 46.97"°

2,5 1426 8574 0,026 62,72° 4359° 3529°

5 1089 8911 0019  5430°  3543°¢  2799¢

Gnisante 0 328 6711 0084 87,05° 92 6722°

1 25,01 74,25 0,049 7774 61,76 " 5321°

25 2274 7724 0033 70,83 ° 5345° 4530°

5 1635 82,59 0,021 5865% 40784 33,52¢

* Degradabilidad efectiva de 1a PB, segiin la expresion: DEPB = a + (b x c)/(ctk)], siendo
“¥” la velocidad del flujo de vaciado del ramen (% h™).

Los valores que comparien superindice dentro de cada materia no son sipnificativaments

diferentes (p<0.05).
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Tahla 3. Grado de hidrotisis (%DH) de las distintas fuentes profeicas tratadas o no tratadas con acido tanico, para las dos
fases ensayadas {alcalina o acida ~ alcalina).

Cantrol {0% AT} 1% AT 1,5% AT 5% AT
Fm'e_ .F.r;se.r - Fiose l-ases -__h fa::a__ ."M{s—h_ Frave Fizay

wtealing deida -+ alcaling afcaling fcida ~ afoaiina atcalina deiela = alcafing afcatina deida + alvaling
Caseina 1179 0267 12224 040° (1624 007° (0754 0,37 12002 0050 12425 0207  {143= 055¢ 12592 0394
BSA 12105 0,709 10,95+ 0,17° 1029+ 044° 8692 026" 5032 0330 815& 042 6.80= 037° 765+ 0,05%
Sejr 3,302.039° 280+ 0207 357+ 007 290z 0017 33d= 0152 397£ 0268 4,62+ 007" 688« 0,14¢
Guisante 3,00+ 008 224 0147 3463 010" 186: 0028 3452 027ah 363+ 036" 4685 024°%  487£010°
Hemoglob. 714 033 [046= 055 ° 736= 0197 K41z 0237 B0 024D §48: 0277 4,52+ 037°  968% 0470

Los valores de DH para cada nivel de tratamienio en fase alcaling {letras mindsculas) y acida + alcaling (letras may(sculas) que comparten
superindices no son significativamente diferentes (p<0.03).

Tabla 4. Cantidad de aminoacidoes totales liberados en 1a hidrolisis 7z vifro de las materias tratadas o no con acido tanico.
1.0s resultados se expresan como ug de equivalentes de 1.-leucina por mg de proteina.

Controk (0% AT) 1% AT 2,5% AT % AT
Fa:e- - Fase;sm_ __"F}Js:: Fasey Fase Fases h _w}'"t;sc- Fases
flealina auida + alealing alvaling dvida 1 alcafing tentina Acitkt + alfcaling afeating feida + alealing
Caseina 1132551,59° 108,63+ 174" 9739+ L84b 12992453567  103212092" 112254923 80,7226.71% 11044 +29078
BSA 12229+652° 1498046447  §333+£487b 13193x181° BOO2£666° 104022491 307604 887° Yd43R+44d7
Sejs 40604505% S876401% 400044368 9972427 7229+422% 985941520 Y2174453% 117675427°
Guisaate G163x243Y gigdzr272" 540243610 11767=1,25€ 6948+ 1.25° 98396668 945829029 11908+212°
Hemaglob. 618550927 110,6445,127 68072760 11406+ 285° 6586+ 536% 142000920 9LI6£ 603" 1040242727

Los valores de aminodcidos totales para cada nivel de tratamiento en la fase alcalina (letras mintsculas) y acida + alcalina (letras mayasculas) que
comparten superindices no son significativamente diferentes {p=<0).05).
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PIES DE FIGURA

Figura 1. Digestibilidad de la MS tras la incubacién ruminal in sacco a los distintos niveles de
tratamiento con Acido ténico.

Figura 2. Digestién ruminal in sacce de la semilia de cebada sin tratar (1,2 y 3) y tratada (4, 5 v
6) a distintos tiempos de incubacién.

Figura 3. Digestidn ruminal in sacco del endospermo cbrneo de la semilla de maiz sin tratar (1,
2y 3)y tratada (4, 5 y 6} a distintos tiempos de incubacién.

Figura 4. Digestion ruminal /n sacco de la semifla de soja sin tratar (1, 2 y 3) y tratada (4, 5y 6)
a distintos tiempos de incubacién.

Figura 3. Fracciones proteicas de la semilla de guisante que permanecieron en el residuo de las
bolsas tras la incubacion in sacco a distintos tiempos. (A): semilla no tratada; (B): 2.5% dcido
tanico, (C). 5% 4cido tdnico. Carril 1: 0 horas; carril 2: 4 horas; carril 3: 8 horas; carril 4; 12
horas; carril 5: 24 horas; y carril 6: 48 horas.

Figura 6. Efecto del dcido tinico sobrs Ia hidrélisis enzimdtica de las fracciones individuales de
1a seroalblimina bovina. (A): control sin dcido tinico. {B), (C} v (D). con dcido tanico al 1%,
2.5% y 5%, respectivamente, Caril 1: tiempo cero; carril 8: tiempo 2700 segundos.

Figura 7. Efecto del 4cido tdnice sobre la hidrolisis enzimatica de las fraceiones individuales e

la caseina bovina. {A): control sin dcido tnico. (B), (C) v (D): con dcido tinico al 1%, 2.5% v
5%, respectivamente.
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