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RESUMEN

Se realizaron tres experimentos para determinar el efecto de los extractos de
taninos (ET) en la produccion de gas. En el experimento 1 se colectaron heces de
cinco toretes (420 + 10 kg) de un mismo corral durante cuatro dias consecutivos
para tener una muestra por dia, 100 g de las heces se colocaron en frascos de
600 mL para cada muestra y aleatoriamente se adicionaron los siguientes
tratamientos: 1) Heces sin adicion de ET; y 2) Heces mas 7.4% de ET
condensados. En el experimento 2 los tratamientos fueron: 1) dieta sin ET; 2)
Dieta + 0.6% de taninos condensados; y 3) Dieta + 0.6% de taninos hidrolizables.
Cada tratamiento fue ofrecido a seis becerros (220+9 kg) durante 28 dias y luego
se obtuvieron muestras de heces. En los dos experimentos las heces obtenidas se
incubaron durante 24 h para medir su produccion de gas por desplazamiento de
agua. Los datos obtenidos de gas se compararon con Disefio experimental de
bloques al azar. Experimento 3. Se tomaron muestras (200 g) de heces de ocho
toretes en finalizacion. Se mezclaron en una muestra compuesta, se tomaron
cuatro alicuotas de 300 g y se disolvieron en 300 g de H20 destilada. Se
asignaron aleatoriamente a cuatro tratamientos: 1) Heces sin la adicién de extracto
de taninos (Testigo); 2) Heces mas 4% (base seca) de Extractos de Taninos (ET);
3) Heces méas 8% de ET; y 4) Heces méas 12% de ET. Alicuotas de 100 g se
colocaron en frascos de 400 mL y se incubaron durante 24, la produccién de gas
se midié por desplazamiento de agua. Los resultados se analizaron ANDEVA,
polinomios y regresion lineal simple. En el Experimento 1, la adicion de 7.5% e ET
disminuyo6 (P < 0.01) en 44% la produccion de gas in vitro. En el Experimento 2,
La adicién de ET en la dieta de los bovinos no modificé (P > 0.10) la produccién de
gas de las heces. En el Experimento 3, la produccion de gas in vitro de las heces
disminuy6 linealmente (P< 0.01) a medida que se incrementé la cantidad de ET
adicionados. Se concluye que la adicion de extracto de taninos directamente a las
heces disminuye la produccion de gas cuando se descompone; pero que su
inclusion en la dieta de los bovinos carece de efecto en la produccion de gas del

excremento.



ABSTRACT

Three experiment were conducted to determinate the tannins extract (TE) effect on
gas production, In Experiment 1, feces were collected from five bullocks (420 kg +
10 kg) placed in the a same corral, samples were taken during four consecutive
days in way to have a sample by day. 100 g of feces were places in 600 mL flask
and randomly were added the treatment as follows: 1) Feces without TE addition;
and 2) Feces plus 7.4% of condensed TE. IN Experiment 2, treatment were: 1) Diet
without TE; 2) Diet + 0.06% of condensed TE; and 3) Diet + 0.06% of hydrolysable
TE. Each treatment was offered during 28 days to six calves (22019 kg) during 28
days, and then fecal samples were obtained. In both experiments, the feces were
incubated during 24 h in way to measure gas production by water displacement
method. Data were compared by ANOVA for a complete randomized block design.
Experiment 3, fecal samples (200 g) were taken from eight finishing bullocks; Were
mixed in a composted blend, and four 300 g aliquots were taken and dissolved in
300 g of distillated water. Randomly were assigned to four treatments: 1) Feces
without TE addition; 2) Feces plus 4% of TE; 3) Feces plus 8% TE; and 4) Feces
plus 12% of TE. Aliquots of 100 g were included in 400 mL flask and incubated
during 24 h, gas production was measured by water displacement method. Results
were analyzed by ANOVA, Polynomials, and linear regression procedures. In
Experiment 1, addition of 7.5% of TE diminished (P < 0.01) in 44% in vitro gas
production. In Experiment 2, TE addition in to the diet of bovines did not modifies
(P > 0.10) gas production from feces. In Experiment 3, in vitro gas production from
feces diminishes linearly (P < 0.01) as added tannins extract increased. It is
concluded, that direct addition of tannins extract to feces diminish their gas
production when is degraded; but the tannins extract inclusion in bovines diet have

not effect on gas production from feces.



CAPITULO 1. INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA
1.1. INTRODUCCION

Las heces de los bovinos representan una fuente importante de contaminacion
fecal al medio ambiente (Van Kessel et al., 2007), el manejo de las excretas y el
aumento en el tamafo de las explotaciones pecuarias y su cercania cada vez
mayor a los centros de poblacion, los problemas relacionados con la
contaminacion ambiental se vuelven de atencion prioritaria (Adeola, 1999). El
manejo de las excretas de las explotaciones de bovinos en confinamiento, se
relaciona con el impacto al medio ambiente, y en este sentido la reduccién en la
emisién de sélidos, liquidos y olores son factores que presionan a la ganaderia
intensiva; (Archibeque et al., 2006). Una alternativa para disminuir la emisién de
olores, es reducir la cantidad de gases producidos por las heces de los bovinos en
engorda, donde los extractos de taninos (ET) han probado ser de utilidad para
disminuir la produccién de gas modificando la fermentacién en rumen (Bernal et
al.,, 2008; Lascano y Cardenas, 2010; Cardenas, 2012). Los taninos son
compuestos polifendlicos producidos por el metabolismo secundario de una amplia
variedad de plantas (Frutos et al., 2004) que se relaciona con la proteccion contra
infeccion, insectos o animales herviboros (Duval y Averous, 2016). Los taninos se
pueden separar en dos grupos estructurales: taninos hidrolizables y taninos
condensados (Frutos et al., 2004; Vazquez et al., 2012; Kardel et al., 2013). Los
extractos de estos tipos de taninos modifican la fermentacion en el rumen y
reducen la produccion de gas (Bernal et al.,, 2008; Lascano y Céardenas, 2010;
Cérdenas, 2012). Esto se le atribuye a que los taninos son capaces de unirse a las
proteinas de la membrana celular de una serie de bacterias ruminales por lo que
modifican su estructura y funcién, inhibiendo su capacidad de unirse a las
particulas de alimento y la posibilidad de fermentar los nutrimentos contenidos en
ellas (Céardenas, 2012). Murillo (2013), reporta que la inclusion de taninos
condensados a las heces de bovinos en engorda disminuye la produccion de gas
derivadas de las excretas. La presente investigacion se llevo a cabo para
determinar el efecto de los extractos de taninos en la produccién de gas en las

heces de los bovinos.



1.2. REVISION DE LITERATURA

1.2.1. Impacto ambiental

La produccion pecuaria es considerada como una de las causas que contribuyen a
los problemas ambientales en el mundo, asi como el calentamiento global, la
degradacion de las tierras, la contaminacion del aire y del agua, por consecuencia
la pérdida de biodiversidad (Santacoloma, 2011). Con el aumento en el tamafio de
las explotaciones pecuarias y su cercania cada vez mayor a los centros de
poblacidn, los problemas relacionados con la contaminacion ambiental se vuelven
de atencion prioritaria (Adeola, 1999; McAllister y Newbold, 2008), este fendbmeno
de intensificacion de los sistemas productivos es creciente debido a que la
demanda mundial de carne y leche cada vez es mas alta debido al crecimiento de
poblacién y auge del comercio internacional (Santacoloma, 2011). EI manejo de
las excretas de las explotaciones de bovinos en confinamiento, se relaciona con el
impacto al medio ambiente, en este sentido la emision de solidos, liquidos y
especialmente los olores son factores que presionan a la ganaderia intensiva; los
olores son producidos por las sustancias organicas que se volatilizan en forma de
gas y de esta manera de difunden en el ambiente (Archibeque et al., 2006).
Existen diversas actividades dentro de la industria agropecuaria, que contribuyen
ampliamente al calentamiento global, entre ellas la emision de gases en la
excretas (Bernal y Suarez, 2011), como el metano (CH4), dioxido de carbono
(CO2) y 6xido nitroso (N20) a la atmosfera (Carmona et al., 2005; Montenegro y
Abarca, 2002).

En consecuencia, el aumento de las concentraciones de los gases antes
mencionados, provocan el calentamiento de la superficie terrestre y la destruccién
de la capa de ozono (Carmona et al., 2005; Primavesi et al., 2004). Los rumiantes
contribuyen significativamente a la liberacion de altas cantidades de gases a la

atmosfera como el gas carbénico y el metano (Santacoloma, 2011), resultado del



sistema digestivo bovino, que tiene la capacidad de aprovechar y convertir
material fiboroso con altos contenidos de celulosa en alimentos de alta calidad
nutritiva como la carne y leche; sin embargo estas caracteristicas del sistema
digestivo también produce gases, como producto natural de la degradacion de
carbohidratos en el proceso digestivo a nivel de rumen, por lo que la emision de
estos gases representa energia alimenticia que se pierde en forma de gas, y que
no es aprovechada para producir leche o carne (Montenegro y Abarca, 2002). La
ganaderia bovina en el mundo, muestra una gran importancia econémica y social
en contraste con los efectos ambientales que generan estos sistemas productivos,
el crecimiento de la produccién y de la poblacion animal ejercerd cada vez mayor
presion sobre los recursos naturales y medio ambiente en los cuales se sustenta
(Santacoloma, 2011).

Es necesario plantear alternativas de manejo que favorezcan la reducciéon de la
emision de gases, producto de la actividad agropecuaria, para garantizar un mejor
cuidado del medio ambiente y una mejora en la produccion pecuaria (Bernal y
Suarez, 2011). Algunas estrategias para reducir la emision de gases en bovinos
son: mejorar la produccion teniendo menos animales por hectarea (Montenegro y
Abarca, 2002); utilizar pasturas de mejor calidad; con algunos aditivos como
ion6foros y grasas (Carmona et al., 2005); utilizar sistemas silvopastoriles para
mejorar las caracteristicas fermentativas a nivel ruminal (Mahecha, 2002;
Carmona et al., 2005), asi como utilizar especies vegetales que posean taninos
(Bernal y Suérez, 2011). Disminuir la emision de gases en la explotacion ganadera
y mejorar la productividad animal debe ser uno de los retos que se tienen que
afrontar en el futuro del Zootecnista, asi como lograr la reconversion ganadera, la
rehabilitacion ecologica de paisajes ganaderos y el establecimiento de los

sistemas agroforestales o agroforesteria pecuaria (Bernal y Suarez, 2011).

1.2.2. Ganaderia bovina 'y emisiones de gases

Segun Bernal y Suéarez (2011), reportan que la ganaderia bovina en general emite
el 9% del total de dioxido de carbono, el 37% de las emisiones de gas metano,

gue provienen de la fermentacion entérica y del estiércol; el metano (CH4) es uno



de los principales gases con efecto invernadero que requiere ser mitigado. El
proceso de fermentacidbn parece ser similar en cultivos de microorganismos
ruminales o fecales; sin embargo, los bajos niveles de microbios que sobreviven
significan que inoculos derivados de la materia fecal exhibira una potencia

reducida respecto al del liquido ruminal (Dhanoa et al., 2004).

1.2.3. Generalidades metabdlicas a nivel ruminal

La produccion de gases es parte del proceso digestivo de los rumiantes; la
fermentacidon que ocurre en el rumen durante el metabolismo de los carbohidratos
de material vegetal ingeridos es un proceso anaerobio efectuado por la poblacién
microbiana del rumen (Santacoloma, 2011), que convierte los carbohidratos en
acidos grasos de cadena corta, principalmente acido acético, propionico y butirico
(Primavesi et al., 2004). La emisién de metano varia entre 4% y 9% de la energia
bruta del alimento ingerido, esto representa que la energia alimenticia se
transforma en forma de gas y no es aprovechada por el animal (Montenegro y
Abarca, 2000; Primavesi et al., 2004).

1.2.4. Poblacién microbiana en rumen

El metano y otros gases es producido fundamentalmente por microorganismos del
rumen durante la fermentacion (Santacoloma, 2011). Aunque existe gran cantidad
de microorganismos en todo el sistema digestivo del rumiante, solo los del rumen
mantienen una compleja simbiosis con el hospedero (Santacoloma, 2011). Las
bacterias que se encuentran dentro de la flora microbiana, tales como Butyrivibrio
fibrisolvens, Prevotella ruminicola, Ruminobacter amylophilus, Streptococcus
bovis, Ruminococcus flavefaciens, Fibrobacter succinogenes formalmente
Bacteroides succinogenes, han sido expuestas a experimentos de efecto de
crecimiento con relacién a taninos condensados, por una serie de autores (Bae et
al.,, 1993; Jones et al.,, 1994; McAllister et al., 1994; Lopez et al.,, 1999). La
dindmica poblacional del ecosistema ruminal puede verse afectada por la
composicién de la dieta, un alimento rico en fibra puede favorecer el crecimiento

de las bacterias celuloliticas como Fibrobacter succinogenes y Ruminococcus



flavefaciens, las que al degradar celulosa en polimeros mas simples y generar
acidos grasos volatiles (AGV), contribuyen al metabolismo energético del rumiante
(Hess et al.,, 2003). Las bacterias metanogénicas utilizan diferentes sustratos
para la produccién de metano, pero los principales son H2 Y COz; la eliminacion de
estos gases, principalmente del Hz implica la remocion de un factor implicado en la
estabilidad del pH ruminal, siendo este esencial para una optima fermentacién
(Carmona et al., 2005).

1.2.5. Estrategias nutricionales y su efecto sobre la produccion de gases

Numerosos estudios sefialan que las estrategias de alimentacién que aportan
nitrégeno fermentable, mejoran el desempefio productivo de los animales,
contribuyen a reducir la produccion de gas por unidad de carne o leche
(Santacoloma, 2011). Las emisiones de metano que vienen del ganado bovino
representan un 80% del total de aporte de todas las especies y la composicion de
la dieta tiene un efecto directo en esta contribucién (Santacoloma, 2011).

Hay evidencias que muestran que la tasa de emision de gases, por fermentacion
entérica, se relaciona con el alimento consumido; dietas altamente fibrosas y de
baja digestibilidad aumentan las emisiones de gases y se genera una gran pérdida
por esta via (Santacoloma, 2011). La manipulacion de las dietas en rumiantes se
considera una alternativa viable para disminuir la produccién de gases y con ello
disminuir las perdidas energéticas del animal (Carmona et al., 2005). También se
seflala que entre los factores que influyen en su produccion estan las
caracteristicas fisicas y quimicas del alimento, las cuales afectan directamente el
nivel de consumo y la frecuencia de alimentacion; por tanto una subnutricidn
contribuye a incrementar los niveles de emisién de metano (Montenegro y Abarca,
2002). Cabe mencionar que es posible, mediante la modificacion del manejo de
pasturas, los niveles de emisibn de gas en las explotaciones bovinas,
independientemente de la zona ecoldgica donde estas se localicen (Céardenas,
2012; Montenegro y Abarca, 2000). Como una de las fuentes de alimentacion de
los bovinos son las leguminosas, que por su misma naturaleza son capaces de

sintetizar altos niveles de proteinas, con una menor tasa de disminucion de



taninos con la edad de la planta; entre las caracteristicas mas sobresalientes de
las leguminosas como fuente alimenticia podemos sefalar que poseen taninos,
como sistema de defensa, lo que contribuye en una Optima cantidad a proteger
proteina y reducir la cantidad de metano producida en la fermentacion ruminal
(Cardenas, 2012). Se han adelantado investigaciones con leguminosas taniferas,
como el Lotus uliginosus, que reduce la emisidén de gas a nivel entérico y mejora la

productividad animal (Bernal y Suéarez, 2011).

1.2.6. Efecto de los metabolitos secundarios de las plantas sobre la

microflora ruminal y la emisién de gases

Las plantas producen de manera natural, compuestos biol6gicos que se clasifican
como metabolitos primarios y secundarios (Cardona, 2017). Los primarios son los
esenciales para el desarrollo, crecimiento y reproduccién de las plantas (Bodas et
al.,, 2012). Mientras que los metabolitos secundarios principalmente son
mecanismos de defensa, contra los depredadores, su presencia puede variar entre
especies, asi como también se determinan por la edad y tipo de planta y factores

medioambientales (Bodas et al., 2012; Pavarini et al., 2012).

Existen cientos de metabolitos secundarios, que se agrupan segun las sustancias
guimicas que los constituyen (Pavarini et al., 2012). Los que se encuentran mas
relacionados con la disminucién de gases entéricos en los bovinos se encuentran

los taninos y las saponinas (CITA., 0000).

El efecto de los metabolitos secundarios de las plantas (MSP), sobre la microflora
ruminal, depende de la composicion quimica de cada planta y del pH ruminal

(Patra 'y Saxena, 201).
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1.2.7. Taninos
1.2.7.1. Generalidades

Los taninos son compuestos polifendlicos que tienen la habilidad de formar
complejos con proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos, esteroides, alcaloides y
saponinas, influyendo ampliamente sobre el valor nutricional de las leguminosas
forrajeras (Cardenas, 2012). Los grupos flavonoides y no flavonoides, se pueden
encontrar formando compuestos de muy alto peso molecular (>500 UMA),
llamados en ambos casos taninos; sin embargo, cada grupo origina un tipo
especifico de taninos; los no flavonoides polimerizan para formar taninos
hidrolizables, mientras que ciertos flavonoides, al polimerizar, forman taninos
condensados. (Vazquez et al., 2012). Los taninos no solo poseen un elevado peso
molecular, sino ademas presentan suficientes grupos hidroxilo unidos a
estructuras fendlicas que les confieren la caracteristica de formar complejos con
proteinas, minerales y otras macromoléculas (Vazquez et al., 2012). La estructura
guimica de los taninos varia cualitativa y cuantitativamente en vegetales y frutas;
algunos taninos son comunes en el reino vegetal, unos son caracteristicos de
alguna fruta y otros de algun vegetal en especifico (Vazquez et al., 2012). Se unen
fuertemente a proteinas ricas en aminoacidos como prolina, glicina, acido
glutdmico y péptidos por dos interacciones importantes: puentes de hidrégeno
(entre el grupo carbonilo de los péptidos y los hidrogenos del grupo hidroxilo de
polifenoles) e interaccion hidrofobica (entre los aminoacidos neutros y los anillos
aromaticos de los taninos); cabe sefalar a este respecto que todas estas
interacciones dependen de la preferencia de cada molécula de tanino para
arreglarse tridimensionalmente, y de su estado coloidal (Vazquez et al., 2012).
Son polimeros fendlicos solubles en agua, que precipitan proteina, que tienden a
formar complejos fuertes tanto con almidones y celulosa como con proteina,
debido a que tienen muchos grupos hidroxilos fenélicos libres, que les permiten
formar puentes de hidrégeno con los compuestos anteriormente mencionados, lo
que le da mas importancia desde el punto de vista nutricional y toxicolégico. Se

caracterizan por ser astringentes, su presencia en madera, hojas, raices, se usan



11

en curtiembre, pueden formar complejos con macromoléculas como carbohidratos,
proteinas y alcaloides (Cérdenas, 2012). A través del tiempo en el mundo, los
taninos han tenido diversos usos como curtidores de piel, produccion de tinta
utilizada para tefir algunas telas como la seda asi como también tinta para
escribir, en la alimentacion de rumiantes y como inhibidores del crecimiento

bacteriano (Nogueira, 2011).

1.2.7.2 Taninos hidrolizables

Los taninos hidrolizables son polimeros de acidos fendélicos unidos a polisacaridos
como azucares y fenoles, que provienen de esterificacibn de compuestos
polifendlicos no flavonoides (Vazquez et al., 2012). Estos son mas susceptibles a
la hidrolisis enzimética y no enziméatica por lo tanto, mas solubles en agua que los
condensados (Cardenas, 2012). Se clasifican segun la hidrélisis como:
Galotaninos, caracterizados por su produccion de acido galico y Elagitaninos, que
producen acido elagico y glucosa (Cardenas, 2012). La estructura quimica de
estos taninos contiene distintas porciones de glucosa, poliol y esterificaciones
cruzadas diversas; es debido a esta complejidad que los métodos de
determinacion suelen presentar inconvenientes; los taninos hidrolizables aunque
se encuentran distribuidos ampliamente en plantas y son un parametro muy
importante de calidad de frutos, han recibido menos atencién en lo que se refiere a
la salud, esto posiblemente debido a las dificultades en su identificacion,

aislamiento, purificacion y cuantificacion (Vazquez et al., 2012).

1.2.7.3 Taninos condensados

Los Taninos Condensados (TC) son polimeros flavonoides, que pueden ser
oxidativamente degradados en acido a antocianidinas (Otero e Hidalgo, 2004),
provienen de la esterificacion de compuestos polifendlicos flavonoides, como las
catequinas o flavan-3-oles (Vazquez et al., 2012), unidos por enlaces interflavones

de carbono que no son susceptibles a hidrélisis. Los taninos condensados se
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encuentran presentes en los tallos, las hojas e inflorescencias de diversas
especies forrajeras. Este grupo de taninos interactian con las proteinas formando
complejos. En general, esta interaccion es muy selectiva teniendo especial
afinidad por aquellas de cadenas mas largas y con prolinas ricas en proteinas.
Producto de esta interaccion las proteinas precipitan a un pH cercano a su punto
isoeléctrico (Otero e Hidalgo, 2004). La facilidad de los TC de formar esos
complejos es el aspecto mas importante en sus efectos nutricionales y
toxicoldgicos. La proteina no es degradada en el rumen, pero esta disponible para
la digestion en el abomaso e intestino delgado (Jones et al., 1994). En un rango de
pH de entre 5y 7.5 en el rumen, la proteina permanece unida a los taninos, pero a
pH bajos (pH < 3.5) la proteina es liberada (Otero e Hidalgo, 2004). Los taninos
condensados se encuentran principalmente en plantas dicotiledoneas, las plantas
herbaceas tienen a menudo TC en las semillas, por ejemplo alfalfa, semillas de
algodon, porotos y en los pétalos de las flores (Otero e Hidalgo, 2004; Carmona,
2007).

1.2.7.4. Efecto de taninos en nutricion y produccién de gas

Los taninos son compuestos fendlicos que en una cantidad adecuada protegen la
proteina de la accion bacteriana del rumen, y se puede degradar a nivel intestinal,
siendo aprovechada directamente por el bovino (Jones et al., 1994; Cardenas,
2012). Ademas, existen reportes que pueden llegar a disminuir la cantidad de
metano producida por la fermentacién ruminal (Bernal et al., 2008; Cardenas,
2012). Asi mismo, la inclusién de plantas taniniferas podria generar un efecto
positivo adicional en la produccion animal, al disminuir la produccién de metano
(Montenegro y Abarca, 2002). Murillo (2013), reporta la disminucion de la
produccion de gas bruto en las heces de bovinos de engorda, al adicionar 2% (BH)

de extracto de taninos a las heces de manera in vitro.

En cuanto a los efectos de los taninos sobre la nutricion de rumiantes, puede ser
negativo o positivo, segun la cantidad y tipo de taninos consumida; los taninos en

altas concentraciones reducen el consumo, digestibilidad de la proteina y
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carbohidratos y el desarrollo de los rumiantes (Cardenas, 2012). En cambio las
bajas y moderadas concentraciones de estos compuestos “no deseables en
nutricién animal”, pueden tener un efecto benéfico como prevenir el timpanismo, e
incrementar el flujo de nitrégeno no amoniacal y aminoacidos esenciales del
rumen hacia el intestino delgado y reducir la produccion de metano (Bernal et al.,
2008; Cérdenas, 2012).

Los efectos de los taninos en rumiantes, se debe a la mayor retencién de
nitrogeno, aumentando el flujo de aminoacidos esenciales del rumen al intestino
delgado, por consecuencia aumenta el flujo de proteina by pass y la eficiencia de
la utilizacion de esta por parte de los rumiantes, con factores determinantes como
tamafio de molécula, composicién de aminoacidos, peso molecular de la proteina
y pH; por lo tanto, a mayor tamafio de proteina los enlaces son mas estables (Bae
et al.,, 1994). Al efectuarse la formacién de complejos proteina-taninos, en
presencia del pH neutro en el rumen, la proteina esta protegida de las enzimas
bacterianas, las cuales no pueden hidrolizarlo; estos complejos, en cambio, son
inestables ante el pH acido abomasal, por lo tanto la proteina sera hidrolizada y
estara disponible para el uso directo en el metabolismo y/o produccion del
rumiante, pero si la cantidad de taninos es un poco mas alta, simplemente esta
proteina no es digerida y se excretara en la heces (Bae et al., 1994; Jones et al.,
1994; Cardenas, 2012). Los taninos pueden incrementar la eficiencia del reciclaje
de la urea en el rumen, ya que aumentan el contenido de glicoproteinas y la
excrecion de saliva, lo cual da lugar a mayor cantidad de N reciclado al rumen y

una menor cantidad de metano producido (Bernal et al., 2008).

Los estudios presentes en muchas leguminosas, como Calliandra calothyrsus,
pueden estar asociados con la reduccion en la produccion de CHas, hasta en un
50% respecto a las tradicional de pasto solo (Hess et al., 2002). Relacionado con
lo anterior Bernal et al. (2008), se compararon varios ensilajes y henos con base
en especies como Calliandra calothirsus, Flemingia macrophylla, Cratylia
argéntea, leguminosas con altos contenidos de taninos, vs materiales ensilados de

Vigna unguiculata (leguminosa sin taninos), las cuales fueron evaluadas In vitro,
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por medio del sistema de simulacion Rusitec, para evaluar produccion de gas
metano y digestibilidad, donde se encontr6 menor produccion de metano en las
dietas con mas cantidad de taninos, siendo inversa la proporcion entre la cantidad
de taninos y la produccién de metano.

En un estudio realizado por Molina et al. (2013), a través de la técnica in vitro de
produccion de gases, incubaron Leucaena (Leucaena leucocephala) y pasto
Guinea (Megathyrsus maxumus); donde la produccion CHs fue 36% menor para el
tratamiento de Leucaena en relacion con el pasto Guinea, el efecto fue atribuido al
contenido de taninos concentrados en la Leucaena.

Segun Lascano y Cardenas, (2010), varios estudios has demostrado que algunas
leguminosas presentan metabolitos secundarios (taninos condensados) que
posiblemente reducen la metanogénesis. Lo anterior explica porque los taninos
como compuestos fendlicos pueden ser toxicos para los microorganismos del
rumen, especialmente protozoarios ciliados, bacterias degradadoras de fibra,
bacterias metanogénicas y por consecuencia el uso de estas plantas disminuye la

produccion de gas.

1.3.CONCLUSIONES

Los taninos pueden contribuir sustancialmente a la disminucion en la produccion
de gas dentro del rumen, sin embargo, factores como el tipo de taninos, su
estructura quimica, son de importancia y determinan el grado de actividad que
estos compuestos pueden presentar.

Se presume que pueden cumplir una funcién similar en la disminuciéon en la

produccion de gases de las heces de los bovinos a partir de su degradacion.
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CAPITULO 2. PRODUCCION DE GAS EN HECES BOVINAS
ANADIENDO TANINOS DIRECTAMENTE O EN LA DIETA

Este capitulo se publico en la Revista Abanico Veterinario Vol. 9: 1-12. Julio de
2019.

2.1. RESUMEN

Se realizaron dos experimentos para conocer el efecto de los extractos de taninos
(ET) en la produccién de gas. En el experimento 1 se colectaron heces de cinco
toretes (420 = 10 kg) de un mismo corral durante cuatro dias consecutivos para
tener una muestra por dia, 100 g de las heces se colocaron en frascos de 600 mL
para cada muestra y se adicionaron los siguientes tratamientos: TE) heces sin
tratar y HT) 7.4% de ET condensados. En el experimento 2 se aplicaron los
siguientes tratamientos: TES) dieta sin ET, TC) 0.6% de taninos condensados Yy
TH) 0.6% de taninos hidrolizables a la dieta de 18 becerros (220£9 kg) durante 28
dias. En los dos experimentos las heces obtenidas se incubaron durante 24 h para
medir su produccién de gas por desplazamiento. Los datos obtenidos de gas se
compararon con Disefio experimental de bloques al azar para eliminar el efecto
dia de muestreo. En el primer experimento la produccion de gas disminuy6 44%
(P<0.001) con los extractos de taninos adicionados sobre las heces, pero

adicionados a través de la dieta no hubo diferencias entre los tratamientos.

Palabras clave: extracto de taninos, heces, produccién de gas, bovinos en

engorda.

ABSTRACT

To determine the influence of tannins extract (TE) addition on gas production from
beef-cattle feces, two experiment was perform it. Experiment 1, fecal samples were
collected during four consecutive days from five bullocks placed in a pen, and
pulled sample/day was integrated, feces (100 g) was placed in 600 mL flasks and

in a complete block design were randomly assigned treatments: 1) Feces without
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TE addition (Control), and 2) Addition dry matter basis (DB) of 7.4% of condensed
TE (CT). The feces were incubated 24 h, and in vitro gas production measured,
results were analyze by ANOVA. CT addition decreased 44% gas production
(P<0.001). Experiment 2, eighteen calves were used in a complete randomized
block design, and treatment were: 1) Diet without TE (Control), 2) Control plus
0.6% DB of CT, and 3) Control plus 0.6% DB of hydrolysable TE (HT). Treatments
were added to diet during 28 d: Feces from each calf was incubated 24 h and gas
production measured. Data was analyzes by ANOVA. TE addition no modifies gas
production (P>0.50). Results indicates that gas production decreases with addition

of TE to feces of bovines, but did not when TE is included in the diet.

Keywords: tannins extract, feces, gas production, beef-cattle.

2.2. INTRODUCCION

El manejo de las excretas y el aumento en el tamafio de las instalaciones de
bovinos en confinamiento se relaciona cada vez mas con el impacto al
medioambiente (Adeola, 1999; Kebreab et al., 2009; Cardona-Iglesias, 2016), por
consecuencia la reduccién de la emisidén de sdlidos, liquidos y gases son factores
que presionan a la ganaderia intensiva (Archibeque et al.,, 2006; Grainger y
Beauchemin, 2011). Los gases producidos por la volatilizacién de las sustancias
organicas de las heces de los bovinos contribuyen a la diseminacién de olores
indeseables en el ambiente (Varel y Miller, 2000; Shabtay et al., 2009). Una
alternativa para disminuir la cantidad de gases producidos por las heces de los
bovinos en engorda, es mediante el uso de taninos (Cardona-lglesias, 2016;
Barros-Rodriguez et al.,, 2017). Los taninos son compuestos polifendlicos,
producto del metabolismo secundario de una amplia variedad de plantas (Frutos et
al., 2004; Vélez-terranova et al., 2014) que se relaciona con la proteccion contra
infeccion, insectos o animales herbivoros (Duval y Averous, 2016). Los taninos se
clasifican en dos grupos: taninos hidrolizables y taninos condensados (Frutos et
al., 2004; Vazquez et al., 2012; Kardel et al., 2013). Los extractos de taninos (ET)
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modifican la fermentacién en el rumen y reducen la produccién de gas (Bernal et
al.,, 2008; Lascano y Cardenas, 2010; Cardenas, 2012). Los ET tienen la
capacidad de unirse a las proteinas de la membrana celular de las bacterias,
cambian su estructura, funcion, e inhiben su capacidad de unirse a las particulas
de alimento y la fermentacion de sus nutrientes (Cardenas, 2012; Barros-
Rodriguez et al., 2017). Con base en lo anterior se planted la hipotesis que la
adicion de extracto de taninos tanto condensados como hidrolizables disminuye la
cantidad de gas producida a partir de las heces de los bovinos en engorda. Por lo
tanto, el objetivo de la investigacion fue determinar la influencia de la produccion
de gas en heces de bovinos en engorda adicionando taninos directos o sobre la
dieta.

2.3. MATERIAL Y METODOS

La presente investigacion estuvo constituida por dos experimentos, ambos se
realizaron en la Unidad Experimental para Bovinos en Engorda en Tropico Seco
localizada en la engorda comercial Ganadera Los Migueles, S.A. de C.V. (24° 51’
N, y 107° 26’ O) y en el laboratorio de Investigacion en Nutricion y Produccion
Animal de la FMVZ de la Universidad Auténoma de Sinaloa, ambos ubicado en
Culiacan, Sinaloa. Todos los animales usados en la investigacion fueron
manejados siguiendo recomendaciones internacionales para el cuidado de los

animales utilizados en investigacion (FASS, 2010).

2.3.1. Experimento 1. En este experimento se evalué la influencia de la adicion de
extracto de taninos directamente a las heces de bovinos en engorda sobre la
produccion de gas in vitro. Se utilizaron cinco toretes Brahman (420 + 10 kg)
alojados en un corral con piso de tierra (6 x 12 m) con 24 m? de techo metdlico
que proporciond 4.8 m? de sombra por cada torete, 2.4 m de comedero lineal de
concreto y 0.6 m de bebedero con acceso permanente de agua limpia y fresca

para los animales.
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Durante 60 dias antes de tomar las muestras de las heces, los toretes fueron
alimentados a libre acceso con una dieta de finalizacion que tuvo una proporcion
10:90 de forraje:concentrado (13.6% PC; 2.1 Mcal ENm), formulada con rastrojo de
maiz, pasta de soya y grano de maiz molido (Cuadro 1). Una vez adaptados
perfectamente a la dieta, durante cuatro dias continuos se tomaron muestras de
heces obtenidas del recto de cada uno de los toretes (x200 g), las muestras se
mezclaron en una licuadora durante 5 min para obtener una muestra compuesta

para cada uno de los cuatro dias de muestreo.

De la muestra compuesta de heces, se tomaron alicuotas de 20 g para determinar
el contenido de materia seca (MS) en estufa de aire forzado a 105 °C durante 24 h
(AOAC, 1997).

Por separado, 400 g de heces se dividieron en 2 partes de 200 g, a cada una se le
adicionaron 200 g de H20 destilada y de manera aleatoria se asignaron a uno de
los dos tratamientos que se describen a continuacion: 1) heces solas sin la adicién
de extracto de taninos (Testigo); y 2) heces adicionadas con 7.4% de extracto de
taninos condensados en base hidratada (TC). Los TC fueron proporcionados
utilizando Bypro ® (INDUNOR; Buenos Aires, Argentina) una preparacion a base
de extracto de taninos condensados del arbol de quebracho rojo con un contenido
promedio de 75% de taninos condensados.

Durante los cuatro dias, 100 g de la mezcla homogenizada de heces con agua de
cada uno de los tratamientos se colocaron en frascos de 600 mL con tapon de
rosca acondicionados con un tubo colector de gas (Tygon®; Saint-Gobain;
Francia) colocados en bafio Maria a 37 °C. En el extremo opuesto del tubo se
colocdé una probeta de vidrio graduada de 250 mL llena con agua destilada
colocada en posicion invertida dentro de un bafio de agua (Miller y Varel 2001;
Miller et al., 2006) identificada con los datos del tratamiento respectivo. Las
muestras se incubaron durante 24 h y la produccion de gas se expresé en mL
como la cantidad de agua desplazada por el gas dentro de cada probeta (Miller y
Varel 2001; Miller et al., 2006).
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Cuadro 1. Composicion de las dietas utilizadas en los experimentos de

produccion de gas de las heces.

Ingredientes Proporcion en la dieta, % en BS
Experimento 1 Experimento 2

Ensilado de maiz - 46.11
Rastrojo de maiz 10.24 25.33
Maiz molido 68.57 -
Pasta de soya 7.17 16.28
Melaza de cafa 6.82 8.29
Sebo 4.50 -
Ganamin Total Sinaloa' - 2.61
Ganamin Los Migueles® 2.70 -
Ganabuffer P - 1.38
Total 100% 100%

Andlisis calculado (en base seca) T

PC,% 13.60 15.21
ENm, Mcal kg 2.113 1.358
ENg, Mcal kg 1.438 0.793

T Ganamin Total Sinaloa (premezcla de vitaminas y minerales; Técnica Mineral
Pecuaria S.A. de C.V.; Guadalajara, Jalisco, México). Contienen 68% PC como
NNP y 25 g de monensina sédica (Rumensin 200®; ElancoAnimal Health).

8 Ganamin Los Migueles (premezcla de vitaminas y minerales; Técnica Mineral
Pecuaria S.A. de C.V.; Guadalajara, Jalisco, México). Contienen 112% PC a como
NNP y 25 g de monensina sédica (Rumensin 200®; Elanco Animal Health,
Indianapolis, IN, USA).

P Ganabuffer (premezcla de amortiguadores del pH; Técnica Mineral Pecuaria S.A.
de C.V.; Guadalajara, Jalisco, México).

T Valores calculados con base a valores publicados NASEM, 2016.
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2.3.2. Experimento 2. En este experimento se evalud la influencia del consumo
de dietas adicionadas con extracto de taninos condensados e hidrolizables en la
produccion de gas en las heces de bovinos en engorda.

Se utilizaron 18 becerros Brahman (220+6 kg) recién llegados al corral de
engorda; al momento de su arribo al corral de engorda, los becerros fueron
identificados con aretes plasticos numerados, pesados individualmente y
recibieron bacterinas para prevenir enfermedades causadas por Clostridia,
Histophilus somni (Ultrabac-sumnovac; Zoetis) y Mannheimia haemolytica
(OneShot; Zoetis). En grupos de tres becerros, los animales fueron alojados en
seis corraletas con piso de tierra (6 x 12 m), con 24 m? de techo metalico que
proporciona 8 m? de sombra por cada becerro, 2.45 m de comedero lineal de
concreto y 0.6 m de bebedero con acceso permanente de agua limpia y fresca
para los animales. Los becerros fueron alimentados en condiciones de libre
acceso con una dieta de crecimiento con proporcion 70:30 de forraje:concentrado
(15% PC; 1.4 Mcal ENm), formulada con ensilado de maiz, pasta de soya y grano
de maiz molido (Cuadro 1). Los animales tuvieron un periodo de adaptacion de 21
d a la dieta, interaccién social y manejo experimental. Después de los 21 d del
periodo de adaptacion, se tomaron muestras de heces directamente del recto de
cada becerro, durante tres dias consecutivos. Las muestras de heces se
manejaron de forma individual, colocadas en bolsas de plastico, identificadas con
el nidmero del becerro y dia de muestreo; las heces fueron transportadas
inmediatamente al laboratorio, donde se midié la produccion de gas in vitro con un
procedimiento similar al descrito en el Experimento 1.

Una vez obtenidas las muestras de heces, los becerros fueron asignados
aleatoriamente a uno de tres tratamientos: 1) dieta de crecimiento sin ET (Testigo);
2) Testigo mas 0.6% en base seca de extracto de taninos condensados (TC); y 3)
testigo mas 0.6% en base seca de extracto de taninos hidrolizables (TH). ElI TC
fue proporcionado en forma de un extracto de taninos condensados del arbol de
quebracho (Schinopsis balansae), disponible en el mercado como Bypro ©
(INDUNOR, S. A.; Buenos Aires, Argentina); y el TH se proporciono a partir de un
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extracto de taninos de castafio (Castanea sativa), fue proporcionado como NutiP ®
(SilvaTeam; San Michele Mondavi, Italia); ambos extractos con un contenido de
75% de taninos.

La dosis diaria correspondiente de TC y TH de acuerdo al tratamiento asignado
por corral, se dispersaron en 1000 g de maiz molido. Después se mezcld y
homogeniz6 manualmente durante cinco minutos en el interior de una bolsa de
plastico transparente (etiquetado con el nimero del corral y tratamiento); la mezcla
de maiz molido con el ET correspondiente se adicioné en el comedero de cada
corral al momento de servir el alimento (11:00 h), se mezclé manualmente con el
alimento contenido en el tercio superior del comedero (procedimiento Top dress).
En los corrales asignados al tratamiento testigo se les ofrecio diariamente 1000 g
de maiz molido para igualar el manejo de la alimentacion y la ingesta de energia
con el resto de los animales involucrados en el experimento. Los becerros fueron
alimentados durante 28 d con sus respectivos tratamientos; una vez completado
este periodo, nuevamente se tomaron muestras de heces de cada becerro durante
tres dias consecutivos con el procedimiento descrito anteriormente. Las heces se
colocaron en bolsas de plastico, cerradas, identificadas y transportadas al
Laboratorio para medir la produccion de gas in vitro como en el procedimiento
antes descrito en el Experimento 1; constituyendo cada dia una corrida
independiente, que a su vez conformé un bloque y los frascos fermentados con las

heces de cada animal en cada corrida constituyeron la unidad experimental.

2.3.3. Andlisis estadistico

Los datos de desplazamiento obtenidos en los dos experimentos se analizaron
con un disefo estadistico de bloques al azar consideran el dia de muestreo como
bloque (Hicks, 1973). Para los célculos estadisticos se uso el programa Statistix®
version 9 (Analytical Software, 2007) y el modelo matematico fue: Yik = p + Bit 1j+

€ijk
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1. Experimento 1. Los resultados de la influencia de la adicion de extracto de
taninos a las heces de bovinos en la produccion de gas in vitro se presentan en el
Cuadro 2. La adicion de 7.4% de TC (BS) a las heces de bovinos redujo en 45%
(P<0.001) la produccion de gas in vitro.

Cuadro 2. Influencia de la adicion de extracto de taninos a las heces de

bovinos en la produccidon de gas in vitro (Experimento 1).

Variables Tratamientos EEMT P<

Testigo Taninos

Extracto de taninos, g 8

Gramos ET muestra! 0.00 1.003
% de las heces, BH 0.00 2.00
% de las heces, BS 0.00 7.41
MS de las heces 8 26.90 26.90 0.532 1.00

Muestra de heces &
g (por frasco BH) 50.20 50.29 0.037 0.12
g (por frasco BS) 13.50 13.53 0.010 0.12

Produccion de gas §

Total, en 24 h, mL 218.33 121.33 7.636 <0.001
Por g de heces BH, mL 4.35 241 0.153 <0.001
Por g de heces BS, mL 16.24 8.92 0.603 <0.001

T Error estandar de la media
§ Valores promedio de 12 observaciones.
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De acuerdo con la hipotesis planteada, la disminucion en la cantidad de gas
producida en las heces de los bovinos a las que les fueron adicionados TC, es una
respuesta esperada, considerando que las bacterias degradan los componentes
de la materia organica, y por consecuencia de su metabolismo son productoras de
gas (Dhanoa et al., 2004). Cuando estos microorganismos estan en contacto con
los taninos condensados se unen a las proteinas de la membrana celular de las
bacterias, inhiben su capacidad de ligarse a los sustratos, reducen la fermentacion
de los nutrientes y la produccion de gas (Bae et al.,, 1993; Jones et al., 1994;
Cardenas, 2012).

Dhanoa et al. (2004) probaron la utilidad de usar heces de bovino como indculo en
lugar de emplear liquido ruminal para desarrollar la prueba de fermentacién in
vitro; por lo que es posible inferir que la tendencia en los procesos de fermentacion
es similar con ambos tipos de in6culos, aunque la magnitud de la respuesta es
mas baja cuando se utilizan heces dada la menor cantidad de células microbianas
por gramo de in6culo. Con base en lo anterior, el comportamiento fermentativo de
las bacterias presentes en las heces como resultado de la adicion de ET, es
explicable en los mismos términos que cuando este fenbmeno se ha apreciado

utilizando como in6culo liquido ruminal.

En una serie de estudios in vitro se atribuyd una disminucién en la produccién de
gas por parte de los microbios del rumen a la presencia de taninos en varias
especies de leguminosas tropicales (Carmona et al., 2005; Bernal et al., 2008;
Cardenas, 2012). De igual manera, la adicion de diferentes tipos de TC
provenientes de Leucaena (Leucaena leucocephala) disminuyeron la produccion
de gas in vitro en relacion directa con su peso molecular cuando se utilizaron
microbios ruminales como inéculo (Huang et al., 2011); por lo que en el presente
experimento, la menor produccion de gas en las heces a las que se les
adicionaron los TC, es presumible que se debe a la accion inhibitoria de los
taninos en la actividad microbiana debido al dafio estructural que produce en la
membrana celular, especialmente en las bacterias Gram-negativas (Bae et al.,

1993; Jones et al., 1994). Otros investigadores Gilroyed et al. (2015) apreciaron
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una disminucién en la poblacién de bacterias y protozoarios, asi como en la
produccion de gas de heces de bovinos cuando se adicionaron a la dieta 2.5% de

taninos condensados de acacia negra (Acacia mearnsii).

2.4.2. Experimento 2. Los resultados de la influencia de la adicién de extracto de
taninos a la dieta en la produccién de gas de las heces de becerros se presentan
en el Cuadro 3. La adicion de 0.6% de ET a la dieta no modifico la produccion de
gas en las heces. Estos resultados indican que cuando los TC de quebracho o los
TH de castafo se adicionan a la dieta en proporciones menores al 1%, no inducen
cambio alguno en la cantidad de gas producido a partir de las heces, a diferencia
de lo que se encontré en el Experimento 1, en el cual la adicion de 7.4% de TC
(BS) directamente a las heces después de ser excretadas, disminuy6 la
produccién de gas.

Una probable explicacion del resultado, es que los taninos a su paso por el
aparato digestivo de los bovinos, pueden presentar interacciones; primero con los
componentes iniciales de la dieta y después con los productos de la digestion, ya
gue los taninos tienen dependencia del pH para expresar o no su capacidad para
enlazar proteinas de manera estable (Jones et al., 1994). Cuando los taninos son
ingeridos, en el rumen se forman complejos tanino-proteina estables el intervalo
de pH 3.5 a 7.0 (Makkar, 2003; Beserra et al., 2011), pero se disocian en abomaso
y duodeno, donde el pH en bovinos de engorda es generalmente <3.0 (Frutos et
al., 2004; Jones et al., 1994).



29

Cuadro 3. Influencia de la adiciébn de extracto de tanino a la dieta en la

produccion de gas de las heces de becerros (Experimento 2).

Variables Tratamientos’ EEMT P<
Testigo TCT THT
Produccion de gas, mL §
Produccion previa 36.0 40.9 40.1 3.681 0.57
Produccion posterior 48.5 56.1 49.1 4.854 0.43
Diferencia entre periodos 12.5 15.2 9.0 6.360 0.78

Produccién de gas, mL g de MS™ 8

Produccion previa 4.36 5.07 4.80 0.447 0.53
Produccion posterior 5.60 6.36 5.85 0.486 0.54
Diferencia entre periodos 1.25 1.29 1.05 0.672 0.97

T TC = Extracto de taninos condensados; TH = Extracto de taninos hidrolizables.
T Error estdndar de la media.

§ Valores promedio de 18 observaciones.

A medida que el quimo avanza en el intestino delgado, el pH se eleva
gradualmente debido a varias secreciones (Owens et al., 1986; Brake et al., 2014),
en especial las provenientes del pancreas con concentraciones altas de iones
bicarbonato (Huntington et al., 2016). En medios en los que los valores de pH
oscilan de ligeramente alcalinos a ligeramente &cidos como los que prevalecen en
el ileon e intestino grueso (Owens et al., 1986; Brake et al., 2014), es factible que
los taninos formen de nuevo complejos con componentes no digeridos de la dieta,
y con proteinas enddgenas de las secreciones digestivas (Frutos et al., 2004; Bae
et al.,, 1993). De esta manera, al momento en que los taninos en la cantidad
utilizada en este experimento arribaron al intestino grueso, probablemente ya se
encontraban asociados a otros sustratos y por lo tanto, no estaban disponibles
para formar nuevos complejos con las proteinas de la membrana celular de las
bacterias presentes en este 6rgano, en consecuencia no modificaron su actividad

fermentativa. En ese mismo sentido, al ser excretado el bolo fecal, los taninos se
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encontraron previamente ligados a otras sustancias e imposibilitados para unirse
con las proteinas de las bacterias fecales, por lo que bajo estas circunstancias los
taninos no son capaces de modificar la produccion de gas en las heces de los
bovinos.

Otra posibilidad, es que el nivel de inclusion de los taninos en la dieta de 0.6% BS
del extracto en el experimento actual, haya sido insuficiente para permitir mostrar
su actividad, comparado con la cantidad cuatro veces mayor de TC de acacia
negra (Acacia mearnsii) que Gilroyed et al. (2015) utilizaron en un experimento de
metabolismo ruminal en el que encontraron una disminucion en la produccion de
gas en las heces cuando adicionaron 2.5% de TC de acacia. Sin embargo, los
autores (Gilroyed et al., 2015) no describen el impacto de ese nivel de taninos en
el consumo de materia seca y la digestibilidad de la dieta en los bovinos que
emplearon.

En el actual experimento, se limito la cantidad maxima de taninos a ofrecer a un
nivel en el que no se viera afectado el consumo de alimento (0.6%), dado que los
becerros se encontraban bajo condiciones de alimentacion similares a las que se
utilizan en la industria con el propdésito que los resultados pudieran tener aplicacion
practica en la produccion de carne de bovinos. De manera general, se considera el
nivel de 1.5% como el umbral maximo de taninos presentes en la dieta de los
rumiantes y que cuando se proporcionan taninos hidrolizables en concentraciones
mayores los metabolitos productos de la hidrolisis de los taninos en el rumen
pueden ser absorbidos a la sangre y afectar negativamente a otros érganos
(Makkar, 2003).

Henke et al. (2016) encontraron que la adicion de 1.5% o méas de TC de
guebracho en la dieta de vacas lecheras afect6 negativamente la digestibilidad de
los diversos componentes de la misma. El consumo de taninos en cantidades
equivalentes al 2% de la dieta es suficiente para inducir efectos indeseables como
una disminucion en la digestibilidad de la proteina de la dieta (Beauchemin et al.,
2007). Aunque existen reportes de otros autores (Krueger et al., 2010; Ebert et al.,
2017), que adicionan entre 1 y 1.5% de tanicos a la dieta y no modifican el

consumo voluntario ni la respuesta productiva en bovinos de engorda.
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2.5. CONCLUSION

La adicién directa de taninos en las heces de los bovinos disminuye su produccion
de gas; sin embargo, cuando son incluidos como parte de la dieta ofrecida a los
bovinos, carecen de impacto en la produccion de gas de a partir de las heces de

bovinos en engorda.
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CAPITULO 3. INLFUENCIA DEL NIVEL DE ADICION DE EXTACTO
DE TANINOS EN LA PRODUCCION DE GAS IN VITRO DE LAS
HECES DE BOVINOS

Este capitulo se envié para su revision a la Revista Mexicana de Ciencias

Pecuarias, Julio de 2021.

3.1. RESUMEN

Para determinar la influencia del nivel de adiciébn de extractos de taninos en la
disminucion de la produccién de gas in vitro de las heces de bovinos. Se tomaron
muestras de heces ocho bovinos de 420 + (DE) 6.5 kg alimentados con una dieta
de finalizacién. Las heces se mezclaron con una cantidad igual de agua destilada
(peso/peso) y en un disefio completamente al azar, fueron asignados a cuatro
niveles de adicién de extracto de taninos ET: 1) Heces sin adicion de ET (Testigo);
2) Heces mas 4% de ET en base seca; 3) Heces mas 8% de ET; y 4) Heces mas
12% de ET. Se colocaron en frascos de plastico y por cuadruplicado se incubaron
durante 24 h, se midié la produccion gas por desplazamiento de agua. Los
resultados se analizaron por ADEVA para un disefio completamente aleatorizado,
por polinomios y regresion lineal. La produccion de gas in vitro, disminuyd de
manera lineal (P < 0.01) a medida que se incrementd la cantidad de ET
adicionada. La adicion de 4% redujo en 16% de la produccion de gas (P < 0.01);y
con 8% disminuy6 52 (P < 0.01). La cantidad de gas producido por gramo de
materia seca de las heces disminuyé de manera lineal en proporcion inversa a la
cantidad de taninos adicionados (P < 0.01). Los resultados del presente
experimento sugieren que la adicion de taninos condensados a las heces de
bovinos en engorda pueden contribuir a disminuir la emision de gases durante su

descomposicion.

Palabras clave: taninos, produccion de gases, bovinos
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ABSTRACT

To determinate, the influence of tannins extract addition level on in vitro gas
production of feces of bovines. Fecal samples were taken from eight bovines 420 +
(DE) 6.5 kg fed finishing diet. Feces were mixed with distillated water (w/w) and in
a completely randomized experimental design were assigned to four tannins
extract (TE) addition levels: 1) Feces without TE addition (Control); 2) Feces plus
4% of TE; 3) Feces plus 8% of TE; and 4) Feces plus 12% of TE. Were placed in
plastic flasks and incubated during 24 h, gas production was measured by
displacement of water. Results were analyzed by ANOVA for a completely
randomized experimental design, polynomials and linear regression. In vitro gas
production decreased linearly as TE addition was increased (P < 0.01). Addition of
4% TE reduced 16% gas production (P < 0.1); and 8% diminished 52% gas
production (P < 0.01). Amount of gas produced by gram of fecal dry matter
diminished linearly in inverse proportion to quantity of added tannin (P < 0.01).
Results of actual experiment suggest that condensed tannins addition feces of
feedlot bovines could contribute to diminishing the gas emission during thir

decomposition.

Key words: tannins, gas production, bovines
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3.2. INTRODUCCION

El aumento en la cantidad de animales confinados en las empresas dedicadas a la
engorda intensiva de bovinos, asi como el manejo de las grandes cantidades de
excretas producidas en ellas, se relacionan cada vez mas con su impacto al medio
ambiente @ 2 3, Por lo que la disminuciéon en la emision de soélidos y gases se
vuelven factores que ejercen presion en la ganaderia intensiva * 9. Los gases
producidos por las heces de los bovinos contribuyen a la diseminacion de olores
desagradables © 7, asi como a la emisién de gases con efecto invernadero como
el metano y compuestos nitrogenados como el amoniaco que posteriormente en la
atmosfera se transforman en 6xido nitroso ®). Algunos autores han sugerido que
los taninos pueden contribuir a la reduccion en la emisién de gases taninos @ 9.
Los taninos son compuestos polifendlicos, producto del metabolismo secundario
de las plantas y se encuentran ampliamente distribuidos en gran diversidad de
ellas 10 11 Estas sustancias son producidas como defensa de las plantas contra
el ataque animales herbivoros, insectos e incluso microorganismos (2 13, Los
taninos tienen la capacidad de unirse a las proteinas y formar complejos estables
en valores de pH superiores a 3.5 @415 por lo que al ligar la proteina pueden
evitar su degradacién hasta amoniaco y también al unirse a las proteinas de las
membranas celulares de las bacterias trastornan su funcionamiento con lo que
limitan su posibilidad de fermentar a la materia organica con la concomitante
produccion de gas @ 18, En la actualidad existen disponibles en el mercado
extractos de taninos obtenidos de plantas ricas en ellos, por lo que se planted la
hipétesis que la adicién de extractos de taninos a las heces puede contribuir a la
disminucién de la produccion de gas a partir de ellas.

El presente trabajo se llevo a cabo con el objetivo de determinar la influencia del
nivel de adicion de los extractos de taninos en la disminucion de la produccion de

gas in vitro de las heces de bovinos.
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3.3. MATERIAL Y METODOS

La presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Investigacion en
Nutricion y Produccion Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Autbnoma de Sinaloa, en Culiacan, Sinaloa, con la siguiente
localizacion geografica: 24°90° de latitud Norte, 107°49’ de longitud Oeste, 40
msnm, temperatura media anual de 24.8°C; minima 16.3°C y maxima 44.5°C,
precipitacion pluvial media anual de 665.6 mm, predominando el clima tropical
seco. Todos los bovinos que se utilizaron en los experimentos fueron tratados de
acuerdo con las recomendaciones de la Guide for the Care and Use of Agricultural

Animals in Research and Teaching (17,

Obtenciéon de las heces. Para garantizar que las heces utilizadas en la prueba
correspondieran a las que usualmente son producidas en la industria de la
engorda intensiva de bovinos, en una engorda comercial con capacidad instalada
para 5 000 bovinos en engorda intensiva, de entre los 70 lotes de bovinos en
engorda disponibles en el corral de engorda, se ubicaron aquellos que cumplieran
con mas de 60 dias de estar consumiendo la dieta de finalizacion. Se seleccion6
aleatoriamente un lote integrado por 72 animales y dentro de €l, en un muestreo
irrestricto aleatorio se eligieron ocho bovinos machos enteros, Brahman con
encaste de pardo suizo con peso promedio de 420 + (DE) 6.5 kg alojados en un
mismo corral con piso de tierra y acceso permanente a agua limpia, los cuales
estuvieron alimentados con una dieta de finalizacién (12.95 % PC; ENm 1.98
Mcal/kg MS; ENg1.32 Mcal/kg MS) formulada con base a grano de maiz y rastrojo
de maiz (Cuadro 1).

Los bovinos fueron removidos del corral hacia la manga de manejo y una vez
asegurados en la prensa ganadera, de cada uno de ellos se obtuvieron muestras
de heces (aproximadamente 200 g) tomadas directamente del recto utilizando
guantes de latex y colocadas inmediatamente en bolsas de plastico,
inmediatamente, las bolsas fueron cerradas, identificadas y transportadas al

Laboratorio.
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Preparacion de las muestras. Una vez en el laboratorio, las ocho muestras de
heces se mezclaron en una licuadora (5 min) para constituir una muestra
compuesta. De la muestra compuesta de heces se tomaron tres alicuotas de
aproximadamente 20 gramos y se determiné el contenido de materia seca (MS) en
estufa de aire forzado a 105 °C durante 24 h (18),

La muestra compuesta ya constituida, se dividié en cuatro porciones de 300 g, a
cada porcion se les adicionaron 300 mL de agua destilada y luego fueron
homogenizadas mezclando los en una licuadora durante 3 minutos. Y a
continuacion, se les midié el valor de pH 9, utilizando un potenciémetro portatil
(HI199163 membrane pH meter; Hanna Instruments, USA).

Diseflo experimental y tratamientos. Cada una de las cuatro sub-muestras con
base a un disefio completamente al azar, fueron asignadas en forma aleatoria a
uno de cuatro tratamientos: 1) Incubacion sin la inclusién de extracto de taninos
(Testigo); 2) Adicion de 4% en base seca de extracto de taninos condensados; 3)
Adicion de 8% de extracto de taninos condensados; y 4) Adicién de 12 % de
extracto de taninos condensados.

El extracto de taninos condensados fue proporcionado en forma del producto
Bypro ® (INDUNOR; Buenos Aires, Argentina), que contiene 70 % de extracto de

taninos condensados obtenidos del arbol de Quebracho (Schinopsis balansae).

Incubacion. El procedimiento de incubacién se realiz6 de la siguiente manera: a
cada una de las diluciones de 300 g de heces de la muestra compuesta con 300 g
de agua destilada, de acuerdo con la materia seca determinada a las muestras de
heces (24%), se calculé en 72 g la cantidad de heces en base seca contenida en
la mezcla compuesta homogenizada. Con base en el calculo anterior, se le
adicion6 el extracto de taninos que le fue asignado en base a un disefio
completamente al azar 29, en las siguientes cantidades: Tratamiento 1: 0.0 g de
extracto de taninos (ET); Tratamiento 2; 2.88 g ET; Tratamiento 3: 5.76 g ET; y
tratamiento 4: 8.64 g ET.
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De cada una de las diluciones, en cuatro frascos de plastico con tapén de rosca
con capacidad de 400 mL, se depositaron 100 g de la dilucién, formando 4
repeticiones por tratamiento. Cada uno de los frascos identificados con su
tratamiento respectivo, asi como el nimero de repeticion correspondiente, fueron
pesados en balanza analitica y luego se cerraron con un tapon de rosca,
acondicionado con la conexion a un tubo de plastico antiadherente y con ausencia
de poros (Tygon®; Saint-Gobain; Francia). Los frascos se agitaron manualmente
para homogenizar nuevamente el contenido y se colocaron en un bafio maria a
37°C; el extremo opuesto del tubo de plastico se colocé en el interior de una
probeta de vidrio graduada de 250 mL, llenada con agua destilada y colocada en
posicion invertida dentro de un bafio de agua ?* 22, Cada una de las probetas se

identifico con los datos del tratamiento y nUmero de repeticion respectivo.

Una vez completado el lapso de 24 h de incubacién, se midi6 la produccion de
gas como el equivalente a la cantidad de agua desplazada al interior de cada una
de las probetas expresada en mL.

Los frascos fueron retirados del bafio maria, se les quito el tapon y fueron pesados
nuevamente con balanza analitica. Se tomaron muestras de su contenido residual
de la fermentacion y se les determiné el contenido de amoniaco adicionando a la
muestra 1 g de 6xido de magnesio y procediendo a la destilaciéon del método de
Kjelhdal ® contenido de materia organica (100% - cenizas), calcinando la

muestra a 550 °C durante 3 h (18,

Analisis estadistico. A los resultados se les aplico un analisis de varianza para un
disefio completamente al azar ?9. Se fij6 un nivel maximo de P < 0.05 para
aceptar diferencia estadistica. El comportamiento lineal o cuadratico se exploro
con el uso de polinomios ortogonales. La correlacion lineal entre la adicion de ET y
la disminucion en la produccion de gas fue calculada por regresion lineal simple.
Adicionalmente se realiz6 una comparacion con el contraste Testigo (0% ET vs.
Taninos (4 + 8 + 12% ET). Todos los calculos estadisticos se desarrollaron con la

version 9 del paguete computacional Statistix® ?3. EI modelo matematico ?% que
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se utilizo fue Yjj = p + 1 + €j; donde Yj = Variable de respuesta, p = Media

general, ti = Efecto del j-ésimo tratamiento, y €j = Error aleatorio (experimental).

3.4. RESULTADOS Y DISCUSION

El valor de pH determinado en las heces fue en promedio 7.1; este valor se
encentra dentro del rango de valores de pH de 5.71 a 5.93 reportado como
esperable en las heces de bovinos alimentados con dietas basadas en grano de
maiz procesado en seco de 5.71 a 5.93 @4,

El resultado del efecto del nivel de adicion de extractos de taninos condensados
en la disminucion de la produccién de gas in vitro de las heces de bovinos en
finalizacion se presenta en el Cuadro 2. La produccion de gas in vitro de las heces
de bovinos, disminuyd de manera lineal (P < 0.01) a medida que se incrementé la
cantidad de ET adicionada. La adicion del nivel mas bajo de extracto de taninos
utilizado en este experimento que fue del 4% indujo una disminucién en 16% de la
produccion de gas in vitro (P < 0.01); y con la adicién del 8% fue suficiente para
disminuir en mas de la mitad (52%) la produccion de gas in vitro de las heces de
los bovinos en engorda (P < 0.01). La reduccién en la cantidad de bacterias con
capacidad para degradar los componentes de la materia organica se refleja como
una disminucion en la producciéon de gas @®. Debido a que el pH de las heces
utilizadas en el presente experimento fue 5.71 y que los taninos condensados
pueden formar complejos estables con las proteinas cuando los valores de pH
oscilan entre 3.5y 7.0 @+ 19: |a reduccion en la cantidad de gas emitido observada
en el experimento actual, se puede atribuir a la capacidad de los taninos para
unirse a las proteinas de la membrana celular de las bacterias, cambiar su
estructura y funcién, e inhibir su capacidad de unirse a las particulas de alimento y
la fermentacion de sus nutrientes (16:26. 27) Estos trabajos se han desarrollado con
bacterias obtenidas del rumen, sin embargo, es posible una comparacién al utilizar
indculos a partir de las heces de rumiantes para realizar pruebas de produccion de
gas in vitro 3. Este resultado concuerda con lo observado en rumen por Carmona
et al. @8, Bernal et al. @9 y Cardenas @9, quienes sugieren que la adicién de

taninos disminuye la produccién de gas. Gilroyed et al. @9 encontraron que con la
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adicion de 2.5 % de TC en la dieta de bovinos en finalizacion se disminuyo la
produccion de hidrégeno en las heces.

Tal vez una manera mas precisa de medir el impacto de los taninos en la
disminucién de gas, es expresarlos como la cantidad de gas producido como
proporcion de la materia seca de las heces. En el experimento actual, la cantidad
de gas producido por gramo de materia seca disminuyéo de manera lineal en
proporcion inversa a la cantidad de taninos adicionados (P < 0.01).

Este desempefio de los taninos fue descrito por la ecuacién de regresion lineal
Produccion de gas (mL/g MS) = 12.938 - 0.7729 (Extracto de taninos, % de MS);
(P < 0.001; r? = 0.97). Esto implica, que la adiciéon 1% de extracto de taninos (en
base seca), puede contribuir con una disminucion de 6% en el gas producido
como consecuencia de la descomposicion de las heces de los bovinos en engorda
intensiva. La pérdida de peso de los frascos al final de las 24 de incubacion se
interpreta como una expresion de la cantidad de material de las heces que fue
transformado en sustancias volétiles. Esta variable disminuy6 linealmente en
proporcién al aumento en la proporcion de ET adicionado (P < 0.01). Si bien no lo
es de manera exacta, si constituye una aproximacion a la cantidad de materia
seca fermentada tomando en cuenta que cuando la materia organica es
fermentada, aproximadamente el 96% de su masa es transformada a compuestos
volatiles y el resto se transforma en agua ©Y, De acuerdo con esto se puede
considerar que la cantidad de gas producida por g de MS fermentada fue muy
similar al menos en los primeros tres tratamientos y de manera general fue en
promedio de 344 mL/g de MS fermentada, por lo que el efecto claro del ET fue en

la disminucion de la cantidad de MS que se fermento.

Si bien se ha asociado a los bovinos como grandes emisores de metano, la
realidad es que la mayor contribucion de los rumiantes proviene de la contribucion
derivada de la fermentacién entérica y la derivada de la gestion de las heces
solamente es de importancia cuando esto se hace en sistemas anaerébicos y
himedos como las lagunas de oxidacion ® ; por lo cuando las excretas de los

bovinos se manejan en forma solida en forma de pilas o esparcidos como
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fertilizantes sobre el suelo de cultivo, estas se descomponen bajo condiciones

aerobias y entonces su contribucion a la produccién de metano es negligible ® .

La adicion de ET en cualquiera de los niveles utilizados en el actual experimento
disminuy6 en 15% la concentracién de amoniaco (P = 0.05), al mismo tiempo se
observa que una vez que precipité a la baja la concentracién de amoniaco con la
adicion del nivel mas bajo de ET (4%), la concentracion con niveles subsiguientes
de adicion formd una meseta. Este comportamiento fue descrito una disminucion
lineal en la medida que aumentd la cantidad de ET adicionado (P = 0.03), sin
embargo, no existio diferencia en la actividad dentro de los niveles de ET cuando
estuvieron presentes (P> 0.10). Este comportamiento es parcialmente descrito por
la tendencia (P = 0.06) a un comportamiento cuadratico de esta variable. Este
resultado sugiere que la adicion de ET en concentraciones superiores al 4% no es
esperable que arrojen beneficio adicional.

El 15% de reduccién en la produccion de amoniaco, es un indicador importante de
la disminucion del impacto de la fermentacién de las heces de bovinos en su
contribucion los gases con efecto invernadero, debido a que este compuesto
volatil alcanza la atmosfera, y bajo adecuadas condiciones de temperatura y
humedad eventualmente puede ser transformado en N2O en una proporcion de
0.016 g por cada g de NHz volatilizado ®. El N2O es una sustancia con un fuerte
impacto en el calentamiento de la atmosfera que se calcula en el equivalente a 84
veces mayor que el COz, por lo que cualquier disminucién en su generacion sera

de beneficio para el medioambiente.

3.5. CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

Los resultados del presente experimento sugieren que la adicion de taninos
condensados a las heces de bovinos en engorda pueden contribuir a disminuir la
emision de gases durante su descomposiciéon. Lo que implica la posibilidad del uso
de este tipo de sustancias como una herramienta tecnologica para disminuir el

impacto ambiental por las heces producidas en las unidades de produccion
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intensiva de carne en las que se acumulan gran cantidad de animales y en

consecuencia también de las excretas producidas por ellos.
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Cuadro 1. Composicién de la dieta consumida por los bovinos utilizados en

la prueba
Ingredientes Dieta, %
Finalizacion
Paja de maiz 12.00
Maiz quebrado 59.50
DDGS 12.50
Melaza de cafia 8.00
Aceite vegetal 2.5
Premezcla de vitaminas y minerales 4.00
Zeolita 1.5
Total 100 %
Andlisis calculado (en base seca) T

Proteina cruda, % 12.95
Energia neta de mantenimiento Mcal/kg 1.98
Energia neta de ganancia, Mcal/kg 1.32

T Calculados con base a valores publicados
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Cuadro 2. Influencia de la concentracidon de extracto de taninos adicionados en la produccién de gas in vitro y
contenido de amoniaco de las heces.

Variable Extracto de taninos, % de la MS EEM Valor Polinomios Contraste?
de P
0 4 8 12 L C
Repeticiones 4 4 4 4

Contenido por frasco

Extracto de taninos, 0.0 0.48 0.96 1.44
g
Heces en base seca, 12 12 12 12
g
Produccion de gas
mL/24 h 152.52 128.5> 72.5¢ 47.0d 1.267 <0.01 <0.01 0.57 <0.01
mL/g de MS 12.72 10.6° 6.0°¢ 3.94 0.105 <0.01 <0.01 0.68 <0.01
Pérdida de peso del 0.402 0.33a (.22bc 0.21¢ 0.021 <0.01 <0.01 0.14 <0.01
frasco., g
Materia organica, % 22.95 18.50 18.33 24.71 3.777 0.56 0.77 0.18 0.59
Amoniaco, % 0.882 0.75P 0.75° 0.75° 0.032 0.05 0.03 0.06 <0.01

Contraste! = Testigo (0% ET) vs. Taninos (4, 8 y12% ET)



52

CAPITULO 4. CONCLUSIONES GENERALES
Los extracto de taninos condensados e hidrolizables contribuyen a disminuir la
produccién de gas en las heces de bovinos en engorda cuando son afiadidos
directamente sobre las heces; sin embargo sin embargo, cuando son incluidos
como parte de la dieta ofrecida a los bovinos, carecen de impacto en la produccién

de gas de a partir de las heces de bovinos en engorda.
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