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SUMMARY

The use of forages rich in condensed tannins (TC) on
ruminant diets is a strategy that has served for
mitigating CH, emissions; however, the mechanism
of action of such compounds in the rumen, has not
been clarified. The antimicrobial effect of both,
guebracho (Schinopsis balansae) condensed tannins
(TCQ) and oregano oil (AO) on ruminal microflora
was evaluated. Successively, TCQ, AO and tow
taniferus plant species (Mimosa diplotricha L. 4.3%
TC and Tagetes erecta 1.3% TC) were evaluated in a
base diet (DB) at different inclusion levels (low,
medium and high). The fermentation kinetic and CH,
production was measured in an in vitro system.
Results showed that the microorganisms’ growth was
inhibited by TCQ at 3% and AO at 555 ppm,
highlighting their antibacterial properties. Diets
showed crude protein values higher than 100 g/kg
DM. The DB produced 63.9 ml/g DM of CH,4 at 48 h
of incubation and treatments showed a range of 5.0 to
55.3 ml/ g DM of CH,4 (p<0.001). Seventy percent of
CH, was produced at 24 h of incubation in the DB
and treatments. Methane emission was reduced by the
inclusion of taniniferous species and AO diminished
CH, production convincingly; however, fermentation
kinetics was affected by AO at high inclusion levels
due to its antibacterial effect.
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RESUMEN

El uso de forrajes ricos en taninos condensados (TC)
en dietas para rumiantes es una estrategia que ha
servido para disminuir las emisiones de CHy; sin
embargo, la forma de actuar de estos compuestos en
el rumen aun no esta esclarecida. En este estudio se
evalud la actividad antimicrobiana de TC de
quebracho (TCQ) y aceite de orégano (AQ) sobre la
microflora  ruminal,  consecutivamente  fueron
evaluados una dieta base (DB) y la inclusion en ésta,
de TCQ, AO y dos especies de plantas taniferas
(Mimosa diplotricha L. 4.3% TC y Tagetes erecta
1.3% TC) a diferentes niveles (bajo, medio y alto) de
inclusion. Se determind la cinética de fermentacion y
se cuantifico la produccion de CH, en un sistema in
vitro. Los TCQ al 3% y una concentracion de 555
ppm de AO inhibieron el crecimiento de los
microorganismos, demostrando propiedades
antibacterianas. Las dietas presentaron valores de
proteina cruda mayores a 100 g/kg MS. La DB
produjo 63.9 ml/lg MS de CH, a las 48 h de
incubacion y los tratamientos un rango de 5.0 a 55.3
ml/g MS (p<0.001). El 70% de CH, en la DB y
tratamientos se generd a las 24 h de incubacién. La
inclusion de especies taniferas disminuy6 la
produccion de CH,4 y el AO produjo una disminucién
contundente de CH,. pero a niveles altos afect6 la
cinética de fermentacion por su efecto bactericida.
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INTRODUCCION

Después del bioxido de carbono (CO,), el cual se
emite en mayor medida por combustibles fésiles, el
metano (CH,) es el gas de mayor importancia en el
calentamiento del planeta, puesto que tiene un
potencial de calentamiento de la tierra 23 veces
superior al CO, (IPCC, 2001). De las emisiones de
CH,, aproximadamente el 70% es de origen
antropogénico, de el cual la ganaderia es responsable
del 25%, generado principalmente y de manera
directa por la fermentacién entérica e indirectamente
por la descomposicion anaerobica del estiércol (Moss
et al., 2000). El gas CH,4 se emite como subproducto
de la fermentacion microbiana de los hidratos de
carbono del alimento fundamentalmente en el rumen,
dicho gas es energia alimenticia no aprovechada por
el animal, representando en ciertas circunstancias
valores mayores al 15% del total de la energia
potencialmente consumida en la dieta (Makkar vy
Vercoe, 2007), es por eso que las caracteristicas de la
dieta tienen un gran efecto en la produccién de
metano.

Actualmente se estan desarrollando estrategias de
alimentacion para minimizar las emisiones de CH,.
Al respecto existen reportes donde se ha observado
una baja emision de CH,4 en evaluaciones tanto in
vitro como in vivo utilizando forrajes ricos en taninos
condensados (TC). Por ejemplo incubaciones in vitro
de una leguminosa tanifera Lotus pedunculatus (TC
0.10 g/100g de MS) y de Medicago sativa (TC<0.001
9/100g de MS) con liquido ruminal por un periodo de
12 h, mostraron que la acumulacién de CH, (ml/0.5 g
de MS) para M. Sativa (12.5 ml) fue mas alta que para
L. pedunculatus (8.8 ml) (Tavendale et al., 2005).
Igualmente Animut et al. (2008) observaron una
disminucion en las emisiones de CH, en cabras
alimentadas con Lespedeza striata, como forraje con
una apreciable cantidad de TC (151 g/kg MS).

Es importante sefialar que muchos de estos autores
concuerdan que los TC tienen efecto directo sobre el
alimento consumido por el ganado, principalmente
formando enlaces con la proteina de la dieta
(Tiemann et al., 2008; EI-Waziry et al., 2007; Min et
al., 2003). Sin embargo, la estructura del tanino,
propia de un polifenol, pudiera presentar propiedades
antibacterianas como cualquier otro fenol, por
ejemplo: timol y carvacrol que son fenoles del aceite
esencial de orégano (Skandamis y Nychas, 2001); o
el anetol, compuesto polifendlico del anis (Kamel,
2001) y no actuar sobre la dieta consumida. Esta idea
sugiere que los taninos pueden actuar sobre la
microflora ruminal, provocando una disminucién en
su actividad fermentativa (O'Donovan y Brooker,
2001).
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El aceite de orégano a pesar de que posee propiedades
antimicrobianas probadas y al parecer puede actuar
inhibiendo selectivamente a una parte de la poblacion
microbiana ruminal, en realidad no se conocen los
efectos que puede tener este aceite esencial sobre el
ecosistema microbiano ruminal (Castillejos, 2005) y
por lo tanto sobre la produccion de metano al
incluirse a una dieta base.

En México los sistemas de ganaderia en pequefia
escala hacen uso de recursos naturales forrajeros,
como vegetacion nativa, para complementar la dieta
del ganado, algunos de estos forrajes contienen TC.
Por todo lo anterior, el objetivo de este estudio fue en
una primera parte evaluar la actividad antimicrobiana
de los TC sobre la microflora ruminal vy
consecutivamente evaluar en fermentacion ruminal in
vitro el efecto sobre la produccion de CH, de la
inclusion de TC, AO y dos especies de plantas
taniferas nativas del sur del Estado de México.

MATERIAL Y METODOS

Evaluacion in vitro de taninos condensados

La actividad antimicrobiana de los TC se evalu6
mediante el conteo total de microorganismos por el
método de diluciones seriadas decimales en medio de
cultivo agar triptona soja (TSA), determinando los
porcentajes de inhibicion de crecimiento de la
microflora ruminal causado por cada concentracion
de TC, y finalmente se determind la concentracién
minima inhibitoria (CMI). La CMI se define como la
minima concentracion de ingrediente activo que
inhibe el crecimiento visible de microorganismos
después de 24 h de incubacion a la temperatura
Optima de crecimiento (Andrews, 2001).

El in6culo empleado fue liquido ruminal de dos vacas
fistuladas de raza Limousin, alimentadas ad libitum
con una dieta a base de 83% forraje y 17%
concentrado, esto fue: 35.5% de heno de alfalfa,
48.4% de paja de avena, 12.9% de maiz molido y
3.2% de concentrado de soya. El liquido ruminal (pH
de 6.9) se colecté manualmente del rumen vy se filtré a
través de cuatro capas de manta de cielo,
posteriormente se almacend en termos gaseados con
CO,a39°C.

La CMI se determind tanto para TC de quebracho
(Schinopsis balansae) (MGM-C, UNITAN, Buenos
Aires, Argentina), como para aceite de orégano
(Lippia graveolens) (Agroindustrial Don Pablo,
Chihuahua, México), con una concentracion de 85.5%
carvacrol / timol (fenoles antibacterianos). Las
concentraciones (tratamientos) que se utilizaron de
taninos condensados de quebracho (TCQ), fueron 1,
2, 3, 4 y 5%. Para el aceite de orégano (AO), las
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concentraciones (tratamientos) fueron de 100 ppm
hasta 900 ppm, con intervalos de 50 ppm. El control
negativo se realizo sin ningan inhibidor.

El método consistié para cada tratamiento, en agregar
a tubos de ensaye medio de -cultivo liquido
(Disolucidn salina peptonada, que es la mezcla de 10
g de peptona 'y 5 g de cloruro de sodio en un litro de
agua destilada), liquido ruminal (2 ml; 1*10° ufc/ml)
y la concentracion de TCQ correspondiente. Esto se
incubd en condiciones anaerobias durante 24 h a 39
°C, cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Una vez
terminado el tiempo de incubacidon se realiz6 la
técnica de diluciones seriadas decimales de los cinco
tratamientos, esta operacion se realizd hasta obtener 5
diluciones, para que al final se tuviera una densidad
bacteriana tedrica de 1*10° ufc/ml (Andrews, 2001).
De las dos ultimas diluciones de cada tratamiento
(1*10* y 1*10° ufc/ml) se tomaron 100 ul y fueron
sembrados por extension en medio de cultivo agar
triptona soja (TSA) en cajas petri. Las placas se
incubaron durante 24 + 2 horas a 39 °C en
condiciones anaerobias, transcurrido el periodo de
incubacion, se determiné el porcentaje de inhibicién
del posible crecimiento de las colonias bacterianas
aplicando la siguiente ecuacion:

# colonias control negativo

Los perfiles de inhibicion de crecimiento versus
concentracion de inhibidor fueron expresados en
porcentaje y se ajustaron a una ecuacion sigmoidea de
tres parametros f=a/(1+exp(-(x-x0)/b)). Donde a es la
maxima inhibicion alcanzada, x0 es el porcentaje de
inhibicion inicial, b es el tiempo en que se alcanza la
maxima inhibicidn. Los ajustes se realizaron mediante
el programa SigmaPlot, 2008.

Seleccion de especies taniferas

La seleccién de las dos especies de plantas taniferas a
ser evaluadas en fermentacion ruminal in vitro, se
realiz6é tomando en consideracion en primera
instancia el mayor indice de seleccion de las especies
por el ganado y en segundo lugar que estas especies
tuvieran un contenido alto de taninos condensados.
En un trabajo previo, del grupo de investigacion, se
determind que las especies con el mayor indice de
seleccion en porcentaje fueron: Zornia reticulata
28.99%, Ipomea orizabensis 23.40%, Pennisetum
alopecuroides Hameln 21.63%, Dalea versicolor
16.16%, Tagetes erecta 12.48%, Mimosa diplotricha
L. 12.45%. La colecta de estas especies se realizd en
tres potreros diferentes del municipio de Tejupilco,
Estado de Meéxico, el periodo de muestreo comenzé
en el mes de Agosto hasta Octubre del 2009, meses en
los cuales las especies se encuentran en floracion y

Inhibicion (%) = #_colonias control negativo — # colonias tratamiento y 14
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cuando tradicionalmente se utilizan para la
alimentacion del ganado. Una vez colectadas las
muestras, fueron secadas en estufa de aire forzado a
30°C y molidas en un molino Willey a un tamafio de
particula de 1 mm y almacenadas a -4°C hasta su uso.

Cuantificacion de metabolitos secundarios

Los niveles de compuestos secundarios se
determinaron en las seis especies, realizando los
analisis por triplicado. La cuantificacion de los
fenoles totales (FT) y los taninos totales (TT) se
realiz6 por el método de Folin-Ciocalteu con
polivinilpolipirrolidona (Makkar, 2003); mientras que
los taninos condensados (TC) se hizo mediante el
método de nButanol/HCI (Makkar et al., 2007).

Evaluacion de una dieta base en fermentacién in
vitro

En un experimento previo se comprob6 que una dieta
con buenos resultados en la produccion de leche en
vacas de la region sur del Estado de México fue con
60% de forraje y 40% de concentrado (LOpez-
Gonzalez et al., 2010). Dicha dieta fue utilizada en
este experimento, el concentrado consistid en: 24% de
maiz, 10.8% de soya, 4% de melaza y 1.2% de urea.
El forraje fue pasto estrella de Africa (Cynodon
plectostachyus). La produccién total de gas y la
cinética de fermentacion se determinaron por la
técnica de produccion de gas in vitro empleando un
transductor de presién y variantes del sistema descrito
por Theodorou et al. (1994).

Aproximadamente 0.9999 g MS de la dieta fue
incubada en botellas de vidrio con 90 ml de
disolucion amortiguadora y 10 ml de liquido ruminal
teniendo una replica de tres botellas de cada muestra.
El liquido ruminal fue obtenido de dos vacas
fistuladas de raza Limousin, alimentadas ad libitum
con la dieta descrita anteriormente. El liquido ruminal
fue colectado y procesado tal como fue descrito en el
apartado de evaluacion in vitro de TC y AO. Una vez
que se agregd la disolucion amortiguadora y el
indculo a las botellas, éstas fueron incubadas a
temperatura constante de 39 °C en bafio maria por 48
h.

El volumen de gas generado dentro de las botellas se
registr6 cada hora durante las primeras 8 horas,
después cada 4 horas hasta las 24 y posteriormente a
las 32, 40 y 48 h de incubacion. Después del periodo
de incubacion los residuos fueron removidos para la
determinacion de la digestibilidad de la materia
organica (dMO) y digestibilidad de la fibra detergente
neutro (dFDN) mediante la técnica de Pell y
Schofield (1993). El volumen total de gas se corrigié
por diferencia con la produccion de gas de los blancos
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y ademas con la produccion de gas del material
rapidamente fermentable (fraccién a), asi como lo
sugieren Herrero y Jessop (1996). Posteriormente el
volumen acumulado de gas de cada una de las
botellas se ajusté al modelo matematico propuesto por
Krishnamoorthy et al. (1991), PG= B(1- exp**"),
Donde PG es la produccidn total de gas (ml/g MS), B
es la produccidn asintotica de gas de la fermentacion
de la FDN (ml), c la tasa de fermentacion de la
fraccion FDN (h) y lag es la fase antes de iniciar la
fermentacion (h). Para la realizacion de los ajustes se
utilizé el programa Grafit v3.

Formulacion de dietas con la inclusion de las
especies taniferas

Los niveles de inclusion para cada tratamiento fueron:
un nivel bajo de inclusién (-1), nivel medio de
inclusion (0) y un nivel alto de inclusion (1).

Para el primer tratamiento se incubd una mezcla de la
dieta base descrita anteriormente conteniendo la
especie tanifera Mimosa diplotricha L. con 0.5% de
TC como nivel bajo de inclusion, como nivel medio
de inclusién se incubé una mezcla de la dieta con
Mimosa diplotricha L. con 1.5% de TC y el nivel alto
de inclusién const6 de la mezcla de la dieta y Mimosa
diplotricha L. con 2.5% de TC. Para el segundo
tratamiento se realizé la inclusién de la segunda
especie Tagetes erecta en los mismos niveles de
inclusion 0.5% de TC, 1.5% de TC y 2.5% de TC. En
el tercer y cuarto tratamiento fueron probados como
niveles de inclusidn los TCQ y el AO causantes de
inhibicion. En el caso de los TCQ las concentraciones
fueron 1%, 2% y 3%; para el AO fueron 450 ppm,
500, 550 ppm. Los niveles de inclusion se ajustaron
por peso y concentracion de TC y fenoles a los 0.9999
g MS requeridos para el andlisis de la produccién de
gas in vitro (Theodorou et al., 1994).

El volumen de gas generado dentro de las botellas
también se registr6 cada hora durante las primeras 8
horas, después cada 4 horas hasta las 24 y
posteriormente a las 32, 40 y 48 h de incubacion.
Después del periodo de incubacion los residuos
fueron removidos para la determinacion de la
digestibilidad de la materia organica (dMO) vy
digestibilidad de la fibra detergente neutro (dFDN)
mediante la técnica de Pell y Schofield (1993). El
volumen total de gas se corrigié por diferencia con la
produccion de gas de los blancos y ademéas con la
produccion de gas del material rapidamente
fermentable (fraccién a), asi como lo sugieren
Herrero y Jessop (1996). El volumen acumulado de
gas de cada una de las botellas se ajusto al modelo
matematico propuesto por Krishnamoorthy et al.
(1991). El contenido de nitrégeno tanto de la dieta
base como el de la dieta con los respectivos niveles de
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inclusion se obtuvo mediante el método Kjeldahl
(AOAC, 1984), el resultado se multiplicé por el factor
6.25 (AFRC, 1993) para obtener el contenido de
proteina cruda (PC). El contenido de fibra detergente
neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA) se
determin6 mediante el método ANKOM, utilizando la
técnica Van Soest et al. (1992). La energia
metabolizable se determind con la férmula EM
(MJ/kgMS)= (dM0)(0.0157) del AFRC (1993).

Mediciébn de la produccibn de metano en
fermentacion ruminal in vitro

La produccion de CH, generado entre la mezcla de
gases en el espacio de cabeza (EC) de las botellas
conteniendo tanto la dieta base y la dieta con los
niveles de inclusidon se midié por cromatografia de
gases. En el lote de incubacion, las muestras (100 pl
de gas), fueron tomadas directamente del espacio de
cabeza a través del tapdn de la botella con una jeringa
de 1 ml. Este muestreo se realizé después de medir la
produccion de gas en cada botella (ya que esta
informacién se utilizd para obtener la cinética de
fermentacién ruminal) con un transductor de presion
sin liberar el respectivo gas; se asumié que la
composicién de gas fue igual al gas que se encontraba
dentro de la botella. El gas fue colectado y analizado
a las 8, 16, 24, 32, 40 y 48 h de incubacion. Una vez
tomada la muestra para la medicién del metano se
liber6 el gas contenido en la botella.

La concentracion de CH, en las muestras fue
determinada con un cromatografo de gases SRI
equipado con detector de ionizacién de flama (FID), y
una columna empacada GRACE (CTR I: 6ftx1/4"). El
gas de transporte fue nitrégeno y se utilizé un flujo de
25 ml/min, la temperatura del FID fue de 170 °C y la
del horno 130 °C. Para la calibracion del equipo se
utiliz6 un estandar externo con una mezcla de: CO,
CO,, CH,, C2H5, C,H4, CyH, Yy N, todos a una
concentracion del 1% (MicromMAT-14). El tiempo
de corrida fue de 8 min. Los picos fueron
determinados por integracion automatica y el pico del
metano fue identificado por su tiempo de retencion.

Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio factorial completamente al azar,
los tratamientos fueron dieta+tMimosa, dieta +
Tagetes, dieta + TCQ y dieta +AO. El modelo general
lineal utilizado fue:

Yijk=p+ Ti + Bj +eijk

Yij= Variable respuesta

p=media general

Ti= Efecto del factor tratamiento (i=1...4)

Bj= Efecto debido al nivel de inclusion (j=1...3)
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eijk= Verdadero error contenido en el i ésimo nivel de
inclusion del j ésimo tratamiento.

Las variables evaluadas fueron PC, FDN, FDA,
dFDN, pardmetros de fermentacién y produccion de
metano.

Las emisiones de metano para cada especie evaluada
se realizaron a través de un disefio experimental
completamente al azar. Los tratamientos fueron los
niveles de inclusion de los respectivos taninos. Se
utilizo el siguiente modelo general lineal:

Yijk=p+ Ti +eijk

Yij= Variable respuesta

p= media general

Ti= Efecto del tratamiento (i=1...3)

eijk= Verdadero error contenido en el i ésimo nivel de
inclusion.

Las variables evaluadas fueron: dieta+Mimosa, dieta
+ Tagetes, dieta + TCQ y dieta + AO.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante un andlisis de
varianza, se expresaron en medias con su respectivo
error estandar. Cuando se presentaron diferencias
estadisticas (p<0.05) se aplicd la prueba de Tukey,
utilizando el paquete estadistico de Minitab (v14).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los perfiles de inhibicion de los TCQ mostrados en la
figura 1a, indican que a dosis del 2%, se provoca 50%
de inhibicion del crecimiento de la microflora
ruminal. Concentraciones del 1% no tuvieron un
efecto significativo y la CMI se obtuvo al 3% de
concentracion (30 g de TC/kg de MS), (Fig. 1a),
demostrandose asi, que estos compuestos tienen un
efecto inhibitorio en los microorganismos ruminales.
Cabe destacar que el ganado puede tolerar ingestas de
forraje con concentraciones de hasta 50 g de TC/kg de
MS (5%), a dosis superiores los taninos afectan el
crecimiento de los microorganismos, su reproduccion
y por tanto su actividad fermentativa (Lee et al.,
1992), y puede en algunos casos llegar a causar
envenenamiento. Estos resultados muestran que
concentraciones mayores de 3% de TCQ puros fueron
letales para la microflora ruminal. Igualmente
Tavendale et al. (2005) utilizando una fraccién de TC
de extracto de Lotus pedunculatus a una
concentracion final de 2.5 % en cepas metanogénicas,
observaron una inhibicion de la metanogénesis,
manteniéndose incluso después de una semana de
incubacion. Segln estos autores, los efectos, estan
relacionadas con la fuente, la cantidad y la
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disponibilidad de los TC y muy probablemente el
estado fisiolégico del rumiante.

En los tratamientos con el AO la CMI se alcanz6 a
una concentracion de 550 ppm (Fig. 1b); el 50% de
inhibicion se presenta a 500 ppm y concentraciones
menores a 400 ppm no presentan efectos sobre el
crecimiento de los microorganismos ruminales. Es
preciso sefialar que con dosis muy pequefias de AO se
tiene un efecto marcado en la flora ruminal, de hecho
un estudio dosis-respuesta in vitro, realizado por
Castillejos (2005), mostré que 50 mg/L de timol
(fenol del aceite de orégano) no tenia efectos sobre la
fermentacién ruminal, pero a niveles de 500 mg/L los
efectos eran téxicos para los microorganismos. Asi
mismo, Evans y Martin (2000), han observado que el
timol a dosis de 180 pg/ml afectaba el metabolismo
energético de Streptococcus bovis y Selenomonas
ruminantium y por consecuencia causa una reduccion
en la concentracion de metano y lactato. Estos
resultados sugieren que el efecto bactericida
encontrado en nuestros ensayos se debe a la fraccion
de timol presente en el aceite de orégano utilizado.
Aunque a dosis diferentes los TCQ se comportaron de
manera similar al control positivo, el cual es un
bactericida ya probado en diversos estudios, se
ratifica que los TCQ como polifenoles demuestran
propiedades antibacterianas.

Cuantificacion de metabolitos secundarios

Los resultados muestran que Mimosa diplotricha L.,
tiene 4.3% de TC y 5.2% de TT, mientras que Tagetes
erecta, solo contiene 1.3% de TC a pesar de tener una
cantidad considerable de taninos totales (7.3%)
inclusive  mayor que M. diplotricha L.,
concentraciones suficientes para lograr los niveles de
inclusion de estos ensayos. Es preciso resaltar esto, ya
que son los TC los que pueden tener beneficio en
cuanto a una posible disminucion en la produccion de
metano en rumiantes (Waghorn y Shelton, 1997). Asi
mismo, Clausen et al. (1990), afirman que los taninos
de diferentes especies vegetales poseen diferentes
propiedades fisicas y quimicas, las cuales podrian ser
responsables de marcar variaciones en cuanto a un
posible efecto en los rumiantes.

Composicién quimica

La composicion quimica tanto de la dieta base como
de la dieta con los respectivos niveles de inclusién de
las plantas taniferas, los TCQ y el AO se muestran en
el Cuadro 1. Se observé que el nivel de inclusién
influyé en la composicién quimica de la dieta, para el
caso de la PC, a medida que incremento el nivel de
inclusion de Mimosa y Tagetes, el aporte de PC
aumentd, en contraste con TCQ, en los que la PC
disminuyd, para el caso de AO no se observan
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diferencias. Los mayores contenidos de PC a la dieta
se observaron con la inclusién de Mimosa en los tres
niveles (p< 0.001), de hecho en el tratamiento al nivel
mas alto de inclusion de Mimosa la PC fue superior al
de la dieta base. En general las cuatro dietas
presentaron valores de PC mayores a 100 g/kg MS.

100 -

80 -

60 -

40 4

Inhibicién (%)

20 A

Taninos Condensados (%)

a)

Segin Phelps (1990), la digestibilidad disminuye
cuando los animales son alimentados con contenidos
de PC menores al 7% debido a que la actividad
microbiana en el rumen disminuye con la escasez de
nitrogeno.

100 -
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40 4

Inhibicion (%)

20 A

T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700
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b)

Figura 1. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) causadas por los TCQ y por el AO

Cuadro 1. Composicion quimica, dMO, dFDN (g/kg MS) y EM (MJ/kg MS) de la dieta mas el nivel de inclusion.

PC FDN FDA dFDN dMO§ EMS§
Dieta Base 167.5 458 156.9 631.1 655.1 10.3
Nivel de inclusion

Nivel -1

Dieta+Mimosa 139.1° 539.4° 224.0% 570.7% 634.4 9.96
Dieta+Tagetes 143.2% 4743 206.8° 577.8 632.7 9.93
Dieta+TCQ 123.3° 544 42 222.2% 553.6% 563.1 8.84
Dieta+AO 121.4° 513.5° 215.7° 60.4° 688.7 10.81
EEM 0.94 0.82 1.58 4.6

p< *k*k *k%k *k*k *kk

Nivel 0

Dieta+Mimosa 158.3% 521.2° 227.3¢ 613.3 622.1 9.77
Dieta+Tagetes 157.5% 411.4° 165.7° 634.6 712.8 11.19
Dieta+TCQ 113.6° 535.82 179.0° 551.4° 555.4 8.72
Dieta+AO 120.9° 503.8° 186.6° 61.9¢ 340.8 451
EEM 1.37 1.61 1.38 5.63

p< **%* *%% *%% *%x%

Nivel 1

Dieta+Mimosa 177.9° 508.1° 106.4° 642.4° 662.4 10.40
Dieta+Tagetes 146.0° 303.7° 121.6° 694.22 735.1 11.54
Dieta+TCQ 117.2¢ 505.12 117.4° 534.3° 561.5 8.82
Dieta+AO 121.3° 459.7° 242.0° 111.0° 287.4 5.35
EEM 0.88 1.73 1.22 8.51

p< **%* **x%* **% **x%*

el Diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas (p< 0.05).

* (p< 0.05); ** (p< 0.01); *** (p< 0.001).

TCQ: Taninos Condensados de Quebracho, AO: Aceite de Orégano, PC: Proteina Cruda, FDN: Fibra Detergente Neutro, FDA: Fibra Detergente
Acido, dMO: Digestibilidad de Materia Organica, dFDN: Digestibilidad de Fibra Detergente Neutro, EM: Energia Metabolizable, EEM: Error

Estandar de la Media.

Nivel -1: Nivel bajo de inclusién, Nivel 0: Nivel medio de inclusién, Nivel 1: Nivel alto de inclusion.§ Representa valores sin repeticion
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Para el caso de la FDN se encontraron diferencias
significativas  (p<0.001)  entre  tratamientos,
mostrando que a medida que se incrementa la
inclusion de Mimosa y Tagetes disminuye el aporte de
FDN, lo cual indica que estas especies taniferas
aportan proteina mas que fibra.

La dFDN presentd los valores més bajos en los tres
niveles de inclusién de AO (p<0.001), en contraste el
aumento en los niveles de inclusion de Mimosa y
Tagetes aumentd la dFDN, lo que podria estar
relacionado con el mayor aporte de proteina de estas
especies.

Cinética de fermentacion

Los parametros de fermentacion ajustados a la
ecuacion de Krishnamoorthy et al. (1991), se
presentan en el Cuadro 2. En el caso del nivel bajo de
inclusion, B no presentd diferencias significativas

(p>0.05) en ninguno de los tratamientos; sin embargo,
sus tasas de fermentacion (c) si presentaron
diferencias significativas (p<0.001), el aceite de
orégano logrd disminuir la velocidad de fermentacién
de la FDN. No obstante si se compara la tasa de
fermentacién de alguna de las especies con la tasa de
fermentacién de la dieta base se observa que esta
también disminuy6, segin McSweeney et al. (2001b),
los taninos en algunas especies forrajeras podrian
retrasar la fermentacion de la fibra mediante la
formacidn de complejos con lignocelulosas o debido a
la inhibicién de los microorganismos celuloliticos, o
ambos. En los niveles 0 y 1 la fracciéon B y ¢ fue
diferente entre tratamientos (p<0.001), se observaron
las menores producciones potenciales de gas para
TCQ y AO, el nivel alto de inclusion de TCQ
favorece una lenta degradacion del sustrato, mientras
que el de AO produce el colapso del sistema.

Cuadro 2. Parametros de fermentacion en produccion de gas in vitro en la dieta mas el nivel de inclusion.

B (ml/g MS) c (h) Lag (h)
Dieta Base 407.3 0.042 5.7
Nivel de inclusién
Nivel -1
Dieta+Mimosa 375.6 0.0342 5.5
Dieta+Tagetes 436.1 0.033¢# 5.6
Dieta+TCQ 376.3 0.040? 6.5%
Dieta+AO 408.2 0.017° 5.8
EEM 15.8 0.002 0.1
P< NS *k*k **
Nivel 0
Dieta+Mimosa 357.5° 0.043? 5.4
Dieta+Tagetes 405.2° 0.0462 5.4
Dieta+TCQ 391.8° 0.030° 5.4
Dieta+AQ 280.8° 0.011° 6.9
EEM 6.5 0.001 0.4
P< *k*k *k*k NS
Nivel 1
Dieta+Mimosa 343.3° 0.049° 5.1
Dieta+Tagetes 364.3" 0.057" 4.7
Dieta+TCQ 458.9° 0.020° 5.2
Dieta+AO 8.6¢ 0.403? 5.1
EEM 18.2 0.018 0.1
P< *k*k *k*k NS

dd Diferentes letras en una misma columna indican diferencias significativas (p< 0.05).

NS, No significativo; * (p< 0.05); ** (p< 0.01); *** (p< 0.001).

TCQ: Taninos Condensados de Quebracho, AO: Aceite de Orégano, B: Produccién potencial de gas (ml gas/ g MS), c: Tasa de fermentacion de la

fraccion b, Lag: Fase antes de iniciar la fermentacion de la FDN,
EEM: Error Estandar de la Media

Nivel -1: Nivel bajo de inclusion, Nivel 0: Nivel medio de inclusién, Nivel 1: Nivel alto de inclusién.
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El tiempo de inicio de la fermentacién de la fraccion
insoluble pero potencialmente fermentable (Lag) en
los tres niveles presenta valores que van desde 4.7
hasta 6.9 h y sélo para el nivel bajo de inclusion se
presentaron diferencias significativas (p<0.01) entre
tratamientos.

Medicion de la produccion de metano en
fermentacion ruminal in vitro

La cantidad total de CH, producido en los
tratamientos fue de 5.0 a 55.3 ml/g MS, se observaron
diferencias significativas (p<0.001), siendo el AO a
los tres niveles de inclusion quien presenta los valores
mas bajos de produccion de metano, no hubo
diferencias estadisticas para el resto de los
tratamientos a ningln nivel (Cuadro 3). Se observd
mayor produccion de metano y produccion de gas en
Tagetes y Mimosa a medida que se incrementa el
nivel de inclusién, este fendmeno puede deberse al
incremento de la PC que se presenta en dichos
tratamientos, lo cual estimula la actividad microbiana
(Nolan, 1993) y puede encubrir el efecto bactericida
de los taninos condensados aportados por estas
especies. Aproximadamente la mitad del total de CH,4
tanto en la dieta base como en los tratamientos se
produjo entre las 8 y 24 h de incubacidn, y cerca del
70% se gener6 durante las primeras 24 h de
incubacion. En la dieta base el CH, corresponde al
18% del total de gas producido durante toda la
fermentacion, en el caso de los tratamientos la
proporcion del CH, generado con respecto al gas total
producido fue del 13 al 16.4%. Segln resultados de
Tavendale et al. (2005), existen dos mecanismos por
medio de los cuales los taninos condensados reducen
la produccién de metano en rumiantes: (1)
indirectamente a través de la reduccion en la
digestibilidad de la fibra, con una disminucion en la
produccion de Hy; y (2) directamente a través de la
inhibicion de la metanogénesis. De acuerdo a los
resultados para el nivel bajo de inclusién de Mimosa y
Tagetes, se presenta una reduccion aparentemente
baja en la produccion de gas total con respecto a la
dieta base (menor del 11%), pero una reduccién hasta
del 39% en la produccion de CHy; sin embargo, para
estos tratamientos se presentan los valores mas altos
de dFND, lo que sugiere que el efecto fue en mayor
medida sobre la inhibicion de la metanogénesis. Los
mayores efectos de reducciébn de gas en los
tratamientos con TC se presentaron al nivel alto de
inclusion, dando 24.1% de reduccidn en la produccion
total de gas y 47.7% en la produccién de CH,, en este
caso la inhibicién de la metanogénesis se debié al
aporte de taninos contenidos en el tratamiento
(Animut et al., 2008). Para el caso del nivel medio de
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inclusion de AO se obtuvo una reduccidn del 72% en
el gas total producido y del 75% del CH,. Para el
nivel alto de inclusién del AO se observa que el
sistema colaps6. Ya que tanto la producciéon de gas
total como la de metano, se inhibieron drasticamente
llegando a 98% y 92% respectivamente, resultados
que concuerdan con el 98% de inhibicién microbiana
obtenidos en los ensayos in vitro.

En la etapa de la hora 16 a la hora 24, se observé la
produccion de CH, mas alta (p<0.001) durante toda la
incubacién. El incremento durante este periodo de
fermentacién, podria estar asociado con una elevada
cantidad de fraccion insoluble pero potencialmente
fermentable, lo que sugiere que los altos contenidos
de fibra en las dietas estan relacionados con una alta
produccion de metano (Getachew et al., 2005;
Makkar y Vercoe, 2007). Los menores volimenes de
produccion de CH, se observaron en las horas 32, 40
y 48 de incubacioén para todos los tratamientos.

Para los tratamientos de Mimosa, Tagetes y TCQ se
pudo notar que no existi6 efecto sobre produccion de
metano agregandolos en niveles de inclusion a la
dieta (p< 0.05), en promedio estos tratamientos
generaron 43.1, 46.2 y 37.1 ml/g MS de metano
respectivamente (Cuadro 4). Para el caso de la dieta
con la inclusion de AO si existio efecto entre niveles
de inclusién sobre la produccion total de metano
(p<0.01). La dieta con un nivel alto de AO a pesar de
obtener reducciones contundentes de metano se vio
afectada drasticamente la digestibilidad de la FDN, la
digestibilidad de la MO y en general la cinética de
fermentacién resulté disminuida. Sin embargo, un
nivel bajo de inclusion de AO mostré buena
composicién quimica, una aceptable cinética de
fermentacién y una baja produccién de metano (27.3
ml/ g MS) comparada con la produccién de metano de
la dieta base o con alguno de los otros tratamientos.

CONCLUSIONES

La inclusion de especies taniferas en la dieta base
permite reducir la produccion de metano comparada
con las emisiones de la dieta base. En el caso de
Mimosa diplotricha, Tagetes erecta y TCQ, estas no
afectan la digestibilidad ni la cinética de fermentacion
ruminal y la inclusién de Tagetes erecta en el nivel
alto mejor6 la dFDN. Los TC demostraron
propiedades antibacterianas a diferentes dosis,
mientras que la inclusion de aceite de orégano actud
como un bactericida en los niveles evaluados. Se
debe considerar que los resultados que se presentan
en este trabajo se obtuvieron a partir de evaluaciones
in vitro.
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Cuadro 3. Efecto del nivel de inclusién en la produccion de metano (ml/g MS) en fermentacion in vitro.

Produccién de metano Pro:ic;{[(;?ién Pro?c;{[gcl:ién
Tiempo (h) 8 16 24 32 40 48 de metano de gas
Dieta Base 11.9 13.6 238 45 6.0 3.6 63.9 348.6
Nivel de inclusién
Nivel -1
Dieta+Mimosa 10.2° 1.4 13.8° 2.1 5.7 52 38.3° 309.7°
Dieta+Tagetes 8.1° 6.3 106® 5.0 3.2 5.8 39.0° 329.6
Dieta+TC 5.4° 9.5 10.0*° 6.1 3.7 3.9 38.5 275.7%
Dieta+AO 9.7% 2.0 2.5° 6.0 5.4 1.6 27.3° 210.1°
EEM 0.9 1.91 2.2 1.4 1.9 1.4 2.3 18.5
p< * NS * NS NS NS * *
Nivel 0
Dieta+Mimosa 7.8 9.3 13.1° 41 3.8b 43 423 311.6°
Dieta+Tagetes 10.78 12.0°% 11.9 2.7 3.5bc 37 4452 350.1°
Dieta+TC 7.78 10.4% 118 29 1.9¢ 5.0 39.7 290.7°
Dieta+AO 1.4° 2.4° 1.6 1.4 6.4a 26 15.9° 96.9°
EEM 1.0 1.5 1.3 0.8 0.4 1.7 1.4 6.3
p< ok * ke NS . NS . -
Nivel 1
Dieta+Mimosa 6.6° 13.9° 149° 54 5.5a 2.5 48.92 315.3
Dieta+Tagetes 2.9% 21.42 165 45 8.1ab 1.9 55.3 364.7°
Dieta+TC 8.5° 6.8° 1112 23 2.6a 2.1 33.42 264.5°
Dieta+AO 0.5° 0.4¢ 2.3 1.3 0.1ac 0.4 5.0b 8.6¢
EEM 1.3 1.4 3.1 1.7 1.4 0.6 5.0 47
p< * ok * NS * NS ok ok

®ed Diferentes letras en una misma columna presentan diferencias significativas (p<0.05)
NS, No significativo; * (p< 0.05); ** (p< 0.01); *** (p< 0.001).

TCQ: Taninos Condensados de Quebracho, AO: Aceite de Orégano

Nivel -1: Nivel bajo de inclusién, Nivel 0: Nivel medio de inclusién, Nivel 1: Nivel alto de inclusién.
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Cuadro 4. Efecto del tratamiento en la produccién de metano (ml/g MS) en fermentacion in vitro.

Produccién de metano Produccion
total
Tiempo (h) 8 16 24 32 40 48 de metano
Tratamiento
Dieta + Mimosa
-1 10.2 1.4° 13.8 2.1 5.7 5.2 38.3
0 7.8 9.3 13.1 4.1 5.8 4.3 42.3
1 6.6 13.92 14.9 5.4 55 25 48.9
EEM 1.0 1.3 19 1.7 1.9 1.3 3.2
P NS ol NS NS NS NS NS
Dieta + Tagetes
-1 8.0772 6.2° 10.6 5.0 3.2 5.8 39.0
0 10.712 12.0° 11.9 2.7 35 3.7 44.5
1 2.851° 21.42 16.5 4.5 8.1 1.9 55.3
EEM 1.7 2.2 3.4 1.8 2.0 1.2 55
P * wx NS NS NS NS NS
Dieta+ TCQ
-1 5.4 9.5 10.0 6.1 3.7 3.9 38.5
0 1.7 104 11.8 2.9 19 5.0 39.7
1 8.8 6.8 111 2.3 2.6 21 33.3
EEM 14 2.7 3.4 11 0.8 25 35
P NS NS NS NS NS NS NS
Dieta + AO
-1 9.78 2.0 25 6.0 5.48 1.6 27.3°
0 1.4° 2.4 1.6 1.4 6.42 2.6 15.9°
1 0.5° 0.4 2.3 13 0.2° 0.4 5.0°
EEM 0.7 0.7 1.0 1.5 15 0.6 2.2
P Frk NS NS NS * NS il

@ Diferentes letras en una misma columna presentan diferencias significativas (p<0.05)

NS, No significativo; *(p< 0.05); **(p<0.01); *** (p< 0.001)
TCQ: Taninos Condensados de Quebracho, AO: Aceite de Orégano
-1: Nivel bajo de inclusion, 0: Nivel medio de inclusion, 1: Nivel alto de inclusion.
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