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RESUMEN

Se realizaron 8 experimentos para determinar los efectos de la textura del
endosperma, la humedad de cosecha (HC), el proceso de ensilado, y el agregado de
PEG-4000 o urea, sobre el valor nutricional de granos de sorgos. Se evaluaron los
efectos de HC (35, 25 y 14%) y humedad de incubacién (HI: 0% y la humedad
correspondiente a cada momento de cosecha), y del proceso de ensilado
(experimentos 1 y 2 respectivamente) de granos con alto (AT) y bajo (BT) contenidos
de taninos sobre la desaparicion in situ (DEGIS) del grano y la concentracion final de
taninos. Elincremento en la HC mejord la DEGIS en AT y BT, sin efectos de la HI per
se. El ensilado redujo la concentracién de taninos, aumentando la DEGIS. La cosecha
anticipada y el consecuente ensilado fueron efectivos para reducir el efecto negativo
de los taninos. También se evaluaron los efectos del agregado de PEG-4000 o urea a
un grano AT sobre la DEGIS con dos HC y sus interacciones (experimentos 3, 4 y 5).
En el experimento 3 se evaluaron las sustancias (PEG-4000 o urea) y dosis (0, 0,1y
1g PEG-4000/gPB del grano y 0, 2, 4% base MS de urea), y su interaccién con HC (35
y 25%, experimento 4). Se obtuvieron mayores DEGIS con 1gPEG-4000 o 2% urea,
pero solo con 35%HC. En el experimento 5, se combinaron HC (35 y 25%), dosis de
PEG-4000 (0 y 1g/gPB) y ensilado y no ensilado. La DEGIS aument6 con 1g PEG-
4000 en granos ensilados y no ensilados con 35%HC. La aplicacion de ambas
sustancias a granos con 35%HC mejora la DEGIS y el ensilado no modifica la
efectividad del PEG-4000.

En el experimento 6 se determind la digestibilidad aparente in vivo (DAIV) y el
metabolismo ruminal de tres novillos canulados de rumen alimentados con dietas con
sorgos AT sin tratar (testigo) o tratados con PEG-4000 o urea. La DAIV de la PB y el
almidén fue de mayor a menor con PEG-4000, urea y testigo, disminuyendo el efecto
detrimental de los taninos. Los tratamientos modificaron: pH, N-NH3, propidnico,
valérico, AGV totales, acético/propidnico en rumen, y la urea en plasma.

Los experimentos 7 y 8 evaluaron el efecto del ensilado y la estructura del
endosperma sobre los taninos, la fermentaciéon in vitro y la produccion animal. La
produccién de gas in vitro (PGIV) de endospermas (decorticados) previamente
ensilados o no ensilados de tres hibridos: AT-vitreo, AT-harinoso y Blanco (sin
taninos), no fue modificada por el ensilado. Solo el endosperma Blanco ensilado
presentd un aumento en la tasa de PGIV. Posteriormente, al endosperma de cada

hibrido se le agregaron cuatro niveles de taninos (0, 50, 100 y 150%) provenientes de
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su pericarpio de granos ensilados y no ensilados. El proceso de ensilado no modificd
la actividad inhibitoria de los taninos, y la PGIV fue dependiente de la concentracion.
En el experimento 8 se engordaron 45 terneras en corrales con tres dietas que
contenian 70% de los granos citados anteriormente. Los animales que tuvieron el
genotipo Blanco consumieron menos y presentaron mejor eficiencia de conversion que
los AT-vitreo y AT-harinoso. La textura del endosperma (AT-vitreo vs AT-harinoso) no

produjo ningun efecto.

Palabras clave: taninos, humedad de cosecha, digestion, ganancia de peso,

eficiencia de conversion.
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ABSTRACT

Eight experiments were carried out to study the effects of the endosperm
texture, harvest moisture (HM), ensilage and PEG-4000 or urea treatment on the
nutritional value of high moisture sorghum grains with different tannin concentration.
The effects of HM and ensiling process (experiments 1 and 2 respectively) of high-
tannin (HT) and low-tannin (LT) grain on in situ disappearance (ISDEG) and tannin
deactivation. Treatments were: HM (35, 25 and 14%), genotype (HT and LT), moisture
at the beginning of incubation (MI: moisture incubation: 0% or wet for each harvest
time) and their interactions. Increase the HM improved ISDEG in HT and LT, without
effects of Ml per se. Anaerobic storage reduce tannins content, increasing ISDEG. The
early harvest and ensiling were effective to reduce the negative effect of tannins on
ruminal disappearance. The effect of PEG-4000 or urea added to AT at two HM on
ISDEG and their interactions were determined (Experiments 3, 4 and 5). In experiment
3 substances (PEG-4000 or urea) and dose (0, 0,1 and 1g PEG-4000/gCP and 0, 2,
4% urea DM basis) were evaluated, and interaction with HM (35 and 25%, experiment
4). In experiment 5, HM (35 and 25%), PEG-4000 dose (0 and 1g/gCP) and ensiled
and non-ensiled storage were combined. Highest ISDEG were obtained with 1gPEG-
4000 or 2% urea, but only with 35% HM. The ISDEG was increased with 1g of PEG-
4000 under anaerobic or frozen storage with 35% HM. The application of both
substances to grains with 35% HC improved ISDEG and ensilage not alters the
effectiveness of PEG-4000. In experiment 6 in vivo apparent digestibility (IVAD) and
ruminal metabolism of three ruminally cannulated steers fed with diets with HT
sorghum grains untreated (control) or treated with PEG-4000 or urea were determined.
The IVAD of CP and starch was higher with PEG-4000, intermediate urea and lower
control, decreasing the detrimental effect of tannins. Treatments modified pH, N-NH3,
propionic, valeric, total VFA, acetic/propionic in rumen, and urea in plasma. The effects
of the ensilage on tannins activities and endosperm structure were evaluated in 7 and 8
experiments. In vitro gas production (IVGP) of endosperms of grain ensiled and non-
ensiled of three hybrids: vitreous HT, floury HT and white (without tannins), were not
modified by ensiling. White endosperm ensiled only showed an increase in the rate of
IVPG. Subsequently, four levels of tannins (0, 50, 100 and 150%) from its own pericarp
from grains ensiled and non-ensiled were added to the endosperms of each hybrids.
The ensiling process did not alter the inhibitory activity of the tannins, therefore IVGP

was dependent of tannins concentration. Finally, in the experiment 8, 45 calves were



XV

fed in pens with three diets containing 70% of the grains mentioned above. Animals
that had the white genotype consumed less and had better feed efficiency than vitreous
and floury high tannins sorghum. The endosperm texture had no effect on any

variables.

Key words: tannins, harvest moisture, digestion, daily gain, feed conversion.



1. INTRODUCCION

Las caracteristicas de los sistemas de produccion de carne y leche en el
mundo se definen generalmente, segln los costos de produccion y el precio que por
dichos productos se obtiene. Para el caso particular de Argentina, las pasturas
perennes y/o verdeos anuales constituyen la principal fuente de alimentacion, lo cual
posibilita poder producir carne y leche a bajos costos. A pesar de ello, la utilizacién de
dichos recursos forrajeros es sumamente dependiente de las condiciones climaticas a
lo largo del afio, no solo en produccién sino también en calidad. Esto ocasiona la
necesidad de adecuar y/o balancear los nutrientes aportados por la pasturas con el
objeto de lograr y mantener altas producciones a través del tiempo. La suplementacion
con granos de cereales puede ser una estrategia apropiada para lograr dicho objetivo.
Por otra parte, los granos de cereales no solo cumplen las funciones como
suplementos energéticos en los sistemas pastoriles (Elizalde et al., 1999), sino que
ademas forman parte fundamental de las dietas de sistemas mas intensivos de
produccién de carne, como son los de engorde a corral.

Los granos de los cereales son los mas utilizados como fuente principalmente
de energia, debido a que se encuentran disponibles en la mayoria de las zonas de
producciones mixtas (agricola-ganaderas) del pais. Si se comparan ambos granos, el
maiz posee un mayor contenido energético respecto al sorgo (Rooney; Pflugfelder,
1986; Owens et al., 1997), lo cual se refleja en una mejor eficiencia de conversién del
alimento (Mc Collough et al.,, 1972). Sin embargo, el sorgo cuando se lo cultiva
presenta algunas ventajas agrondmicas asociadas a la rusticidad que, le permiten
adaptarse a ambientes bajo condiciones climaticas desfavorables para el cultivo de
maiz tales como altas temperaturas, menor fertilidad y condiciones de secano (Stock,
1999).

Los genotipos de sorgo varian respecto a los contenidos de almidén y taninos,
a los tipos de proteinas y a la estructura del endosperma, lo cual influencia la
digestibilidad traduciéndose en diferencias en las ganancias de peso de los animales
gue los consumen (Streeter et al., 1990a; Wester et al., 1992; Kotarski et al., 1992;
Riffel, 2007).

El almidén del grano de sorgo es considerado como uno de los menos
accesibles a la degradacién enzimatica del animal, debido a que si no es roto durante
la masticacion opone una gran resistencia que disminuye la digestibilidad (Rooney y

Pflugfelder, 1986). Como consecuencia de su pequefio tamafio y de la presencia del



endosperma periférico, el cual se caracteriza por una extremadamente compacta
matriz proteica, es indispensable procesar el grano de sorgo para lograr un maximo
aprovechamiento por parte del animal. Las diferentes formas de procesar los granos
facilitan el acceso a los granulos de almidén para el ataque enzimatico, ya sea por una
reduccion fisica del tamafio de las particulas, o solubilizando y desnaturalizando las
proteinas del endosperma que mantienen compactados los granulos de almidon
(Owens et al., 1986).

Existen métodos de procesamientos fisicos y quimicos de complejidad variable
gue pueden mejorar las caracteristicas nutricionales de los granos (Hale, 1973;
Hinman; Johnson, 1974; McNeill et al., 1975; Stock; Mader, 1987; Owens et al., 1997),
pero en el pais se recurre casi exclusivamente al molido, quebrado, reconstituido y/o
ensilado humedo de los mismos. El sorgo cosechado con alto contenido de humedad
(25 a 35%), aplastado y posteriormente almacenado en condiciones de anaerobiosis
es una tecnologia que esta en creciente aumento en los sistemas de produccién de
carne y leche. La humedad con la que se almacena el grano juega un importante rol, y
se ha observado en el grano de maiz que cuando la misma esti por encima de del
30% el almidon se encuentra en estado amorfo y es altamente digestible tanto en
rumen como en el intestino. Sin embargo, si la humedad disminuye por debajo de 22%
el almidén ya se encuentra en estado cristalino por lo que se disminuiria su
digestibilidad (Sniffen et al., 1996). En el grano de sorgo es posible que se presente el
mismo patrén, por lo que seria de esperar que anticipando su cosecha se mejoraria la
degradabilidad del almidén. Se ha observado en granos de sorgos cosechados con
14% de humedad, y posteriormente reconstituidos a diferentes humedades y
ensilados, que un mayor contenido de humedad mejora las caracteristicas
fermentativas y lo hace mas degradable en rumen incrementando la tasa de digestion
del almidén (Stock et al., 1987; Huck et al., 1999). Por esa razoén, la eleccién de la
humedad més adecuada con la cual se cosechan los granos seria una herramienta a
tener en cuenta para mejorar la calidad nutricional del mismo.

El almacenamiento del grano con alta humedad bajo condiciones de
anaerobiosis también puede modificar la cantidad de taninos extractables del mismo y
de la planta. Los taninos condensados son compuestos secundarios producidos en el
grano (Butler et al., 1984), responsables de caracteres agronémicos deseables tales
como resistencia del grano al deterioro ambiental, al almacenamiento, al dafio por
hongos, y bajo determinadas condiciones un cierto grado de resistencia al ataque de

pajaros (Stock, 1999). Pero al mismo tiempo, los taninos tienen un impacto negativo



en el grano de sorgo como alimento, ya que ocasionan efectos antinutricionales.
Dichos efectos incluyen la disminucién de la digestibilidad de las proteinas (Duodu et
al., 2003), la tasa de crecimiento, y de la eficiencia de conversion en bovinos (Maxson
et al.; 1973), y en otras especies como ratas, aves y porcinos (Jambunathan; Mertz,
1973; Cousins et al., 1981; Shirley, 1998). La formacion del complejo proteina-tanino,
ocasiona una reduccion en el aprovechamiento del grano por los animales al verse
disminuida su digestibilidad y por lo tanto la disponibilidad del almidon y del nitrégeno
para los microorganismos del rumen (Hinders; Eng. 1971; Saba et al., 1972; Hibberd et
al., 1982a; Montiel, 2003). Lo anteriormente mencionado destaca el fuerte efecto
negativo de los taninos sobre la degradabilidad ruminal de los granos de sorgos, razén
por la cual se deberian buscar métodos a través de los cuales se logren disminuir
estos efectos, tales como el ensilado y la utilizacion de sustancias que inactiven el
efecto de los taninos.

El ensilado la planta entera de sorgo, disminuye la concentracion de taninos en
todas las fracciones componentes del silaje. A pesar de ello, el comportamiento de la
digestibilidad no fue siempre el mismo, ya que la misma se vio aumentada (Cummins,
1971), o no presentd diferencias (Rodriguez et al., 1998) con la disminucién del
contenido de taninos. Si bien, Cummins (1971) demostré que no solo se produce una
disminucion de la concentraciéon de los taninos en las hojas, tallos, glumas y
principalmente en los granos con el ensilado, no existen referencias del
comportamiento cuando se ensilan Unicamente los granos con alto contenido de
humedad. Ademas, tampoco se conoce que efecto tendria el proceso de ensilado
interactuando con el genotipo (alto y bajo taninos) y la humedad de cosecha sobre la
digestibilidad in vitro.

La urea ha sido utilizada para mejorar la preservacion de los granos de sorgo
cosechados con alto contenido de humedad bajo condiciones de aerobiosis, y para
disminuir la concentracion de taninos en los mismos. En sorgos cosechados con 12%
de humedad y reconstituidos a diferentes niveles humedades (26, 30 y 34%) y
almacenados en aerobiosis, previo tratamiento con distintos niveles de urea (2, 3y 4%
de urea en base a materia seca), se logr6 proveer un adecuado medio de
conservacién del grano hiumedo (Russell et al., 1988), y una rapida inactivacion de los
taninos, desapareciendo casi en su totalidad a los 21 dias post-tratamiento (Russell;
Lolley, 1989). La urea desestabilizaria las uniones puente hidrégeno y las
interacciones hidrofébicas (Kumar; Singh, 1984), las cuales participarian en la

formacion del complejo proteina-tanino. Esto indicaria que el tratamiento con urea



puede mejorar la digestion del grano de sorgo, pero se desconoce su comportamiento
cuando dicho grano se cosecha en forma anticipada con diferentes contenidos de
humedad y se conserva bajo condiciones de anaerobiosis.

La formacion de complejos entre taninos y otras sustancias puede ser otra via
alternativa para inactivar los taninos. Existen sustancias que actian como adsorbentes
que pueden ser utilizadas con éxito para remover los taninos, y una de ellas es el
polietilenglicol (PEG). Este producto comercial disponible en plaza es un polimero
sintético y no nutritivo, que contiene en sus cadenas suficientes moléculas de oxigeno
gue pueden formar fuertes uniones puente hidrégeno con los fenoles y grupos
hidroxilos de los taninos (Silanikove et al., 2001). EI complejo, que se origina con el
tanino ante la presencia del PEG, presenta la particularidad de ser inerte, indigestible y
de no metabolizarse en ninguna parte del tracto digestible del animal (Priolo et al.,
2000), lo cual presenta la ventaja de ser estable en todo el tracto.

El PEG ha sido usado exitosamente para disminuir el efecto negativo de los
taninos y mejorar la digestibilidad de hojas de diferentes especies de arboles y
arbustos que poseen una alta concentracion de taninos en ovejas (Silanikove et al.,
1994; Ben Salem et al.,, 2000; Piolo et al., 2000; Provenza et al., 2000), cabras
(Silanikove et al., 1996 a; Bhatta et al., 2002) y vacas (Landau et al., 2000). Sandoval
Castro et al. (2003) evaluaron el efecto del PEG 4000 en la neutralizacion de taninos
analizandolo principalmente en hojas de tres arbustos entre los que agregaron también
una muestra de grano de sorgo seco. Dichos autores encontrando que la inclusion del
PEG aumenté la digestibilidad in vitro y la produccion de gas de todos los materiales
incubados (Sandoval Castro et al., 2003). El PEG 4000 ha sido usado para secuestrar
taninos de granos de sorgos secos suministrados en dietas de ratas y pollos. En
dichos ensayos se evaluo el efecto sobre la digestibilidad del nitrégeno, la cual se vio
aumentada con el agregado de dicho producto solo en sorgos con alto contenido de
taninos (Ford; Hewitt, 1979 a, b). Por esa razdn, seria importante conocer el efecto del
agregado de diferentes dosis de PEG 4000 sobre granos de sorgos almacenados bajo
condiciones de anaerobiosis con diferentes contenidos de humedad obtenida por una
cosecha anticipada y su comparacion con el agregado de urea, sobre la mejora en la
degradabilidad in situ y la digestion in vivo de la materia seca, proteina bruta y almidén
en bovinos, como asi también las posibles interacciones entre los mismos.

No solo el contenido de taninos afecta el aprovechamiento del grano de sorgo
por el animal. La estructura del endosperma determina sus caracteristicas fisico-

guimicas que pueden afectar la digestion del mismo y por consiguiente podrian tener



un impacto sobre la performance animal. La dureza o vitrosidad (proporcién de
endosperma cérneo) juega un rol importante en la degradacion ruminal del almidén,
encontrandose estas variables inversamente correlacionadas (Philippeau; Michalet-
Doreau, 1997; Philippeau et al., 1998). Por su parte, Streeter et al. (1990c, 1991)
detectaron diferencias tanto en el sitio como en la extension de la digestién en novillos
entre hibridos de sorgo que diferian en la textura del endosperma. Miller et al. (1972)
observaron que los genotipos de sorgo con mayor proporcién de endosperma harinoso
alcanzaron una mayor digestibilidad in situ respecto a aquellos mas vitreos,
encontrando diferencias de hasta un 34%. Esto indicaria que la textura seria otro
factor a tener en cuenta para mejorar la digestién del grano, sin olvidar que el mismo
puede interaccionar con el contenido de taninos. En consecuencia, resulta importante
conocer cual seria la performance de animales alimentados a corral con sorgos altos
en taninos y procesados a través del ensilado con alto contenido de humedad que
sean, a su vez, contrastantes en su textura del endosperma (c6rneo y harinoso).

También se propone comparar dichos genotipo con un sorgo blanco y sin taninos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Constitucién y composicién de los granos de sorgo.

El grano de sorgo es un fruto simple denominarlo cariopse (Evers et al., 1999)
gue esta constituido por tres componentes principales: una capa protectora que los
recubre o pericarpio, el germen o embrion y el tejido de almacenamiento o
endosperma (Figura 1; Rooney; Clark, 1968; Rooney; Miller, 1981; Waniska, 2000). El
componente mas importante de los tres es el endosperma, que representa entre un 80
a 85% del peso, seguido por el embrion (7 a 12%) y la cubierta seminal que no supera
el 8% (Hubbard et al., 1950).

Capa de

ndosperma
Cérneo

Endosperma
periférico

Testa

Pericarpio

Hilio

Figura 1: Diagrama de un cariopse de sorgo (Adaptado de Waniska, 2000).

El endosperma esté constituido por areas bien definidas: una cornea o vitrea y
otra harinosa, las cuales estan rodeadas por una zona periférica o0 subaleurona,
denominada endosperma periférico (Kotarski et al., 1992). La proporcion en la que se
encuentran cada una de dichas é&reas varia segun el hibrido que se considere

(Chandrashekar; Hazhar, 1999). El endosperma, tanto vitreo como harinoso, esta



compuesto por granulos de almidén, la matriz proteica y los cuerpos proteicos, y la
proporcion de cada uno de ellos como asi también su tamafio depende del lugar en
donde se ubiquen (porcién vitrea o harinosa). La naturaleza y la composicioén de la
matriz proteica tienen un profundo efecto sobre las caracteristicas fisicas del
endosperma y la exposicion de los granulos de almidon a la digestion enzimética
(Rowe et al., 1999).

El sorgo tienen una mayor proporcion de endosperma periférico respecto a
otros granos, y el mismo esta conformado por las primeras dos a seis capas de células
gue se encuentran por debajo de la capa de aleurona (Sullins; Rooney, 1975), la cual
es extremadamente dura, densa y resistente a la entrada del agua (Waniska, 2000).
El endosperma periférico contiene mayor cantidad de cuerpos proteicos compuestos
principalmente de prolaminas o kafirinas, la principal proteina presente en el grano de
sorgo (proteina estructural). Ademas, los granulos de almidén son mas pequefios que
los del endosperma cérneo propiamente dicho. Como consecuencia de la alta
concentracion de cuerpos proteicos en el area periférica, el almidon practicamente no

esta disponible para la degradacion enzimatica (Sullins; Rooney, 1975).

Los granulos de almidén en los endospermas periférico y cérneo estan
rodeados por cuerpos proteicos y se encuentran embebidos en una densa y continua
matriz proteica, siendo esta Ultima mas densa en el periférico. El endosperma
harinoso, el cual esta localizado en el centro del grano, posee granulos de almidén
mas grandes y en mayor cuantia que en los otros endospermas, y la matriz proteica
gue los rodea es discontinua y con menor cantidad de cuerpos proteicos (Sullins;
Rooney, 1974; Rooney; Pflugfelder, 1986; Kotarski, et al., 1992). Ademas, dicho
endosperma, presenta espacios de aire por el menor empaquetado de los granulos de
almidén (Waniska, 2000), los cuales son mas susceptibles a acciones externas como
el procesamiento de los granos o la digestion enzimatica (Huntington, 1997).

Por altimo, la cubierta seminal esta dividida en dos partes: pericarpio y testa
(Figura 1). Esta ultima se halla inmediatamente por debajo del pericarpio y rodea a la
capa de aleurona. La testa puede estar completa, estar en forma esporadica o
completamente ausente en algunos sorgos (Salunkhe et al., 1989). El contenido de
taninos en el sorgo esta influenciado por la extension de la testa en el grano, y los que

no poseen testa son aquellos de no contienen taninos (Hahn et al., 1984).



2.2 Factores que afectan el valor nutritivo del grano de sorgo

El valor nutritivo del grano de sorgo puede estar determinado por diferentes
factores entre los cuales se pueden mencionar el tipo y textura del endosperma, el

método de procesamiento y la presencia de de taninos condensados.

2.2.1. Tipo y textura del endosperma

El principal componente quimico de la materia seca de los granos de sorgo es
el almiddn, y puede variar entre un 70 a 80% (Rooney; Pflugfelder, 1986). EI mismo
estd compuesto por dos moléculas principales, amilosa y amilopectina, y la proporcion
de ambas en los granulos de almidon determina la tasa y la extension de la digestion
(Rowe et al., 1999). La amilosa es un polimero lineal compuesto de unidades de D-
glucosa unidas por enlaces tipo a-1,4 (Rooney; Pflugfelder, 1986; Kotarski, et al.,
1992; Evers et al., 1999). La proporcién de amilosa en el almidon puede variar entre
un 0 a 30%, dependiendo de la especie y de la variacién genética dentro de la especie
(Rooney; Pflugfelder, 1986; Kotarski, et al., 1992). La amilopectina es un polimero
ramificado y comprende entre el 70 y 80% del almidon de los granos. Estéa formada por
una cadena lineal de unidades a-1,4-D-glucosa y ramificaciones a-1,6 cada 20 o 30
moléculas de glucosa, las que constituyen entre 4 o 5% del nimero total de uniones
de la amilopectina (Rooney; Pflugfelder, 1986).

La textura del endosperma esté referida a la proporcioén relativa de endosperma
corneo o vitreo sobre el endosperma harinoso dentro del grano (Rooney; Miller, 1981).
La misma determina la dureza o vitrosidad de los granos, y se conoce que cuando
predomina el endosperma vitreo por sobre el harinoso el grano serd mas duro. La
vitrosidad del grano juega un rol muy importante en la degradacion del almidén,
encontrandose estas variables inversamente correlacionadas (Philippeau; Michalet-
Doreau, 1997; Philippeau et al., 1998). Esto ultimo esta relacionado con la continuidad
de la matriz proteica y con el tipo de proteinas presentes en el grano. En el
endosperma vitreo la matriz proteica es del tipo continua, mientras que en el harinoso
la misma es discontinua, esto hace que los granulos de almidén estén menos o0 mas
expuestos a los microorganismos respectivamente (Kotarski et al. 1992; Philippeau et

al., 1999). Ademés, Chandrashekar; Mazhar (1999) demostraron que un grano mas



duro deposita una mayor cantidad de cuerpos proteicos y de prolaminas que uno mas
blando. Por su parte, Abdelrahman; Hoseney (1984) concluyeron que las prolaminas
son las responsables de conferirle dureza al grano y menor digestibilidad. En grano de
sorgo, Miller et al. (1972) observaron que los genotipos con mayor proporcion de
endosperma harinoso alcanzaron una mayor digestibilidad in situ respecto a aquellos
mas vitreos, encontrando diferencias de hasta un 34%. Por su parte, Samford et
al.(citados por Waldo, 1973) hallaron que los sorgos con textura cérnea y harinosa
presentaron porcentajes de digestiéon del almidéon a nivel ruminal de 48 y 80%
respectivamente. Hibberd et al. (1982a, 1985) utilizando sorgos secos y reconstituidos,
con alto contenido de taninos, hallaron que los genotipos harinosos presentan una
mayor disponibilidad de almidén, reflejada por una mayor tasa de produccion de gas in
vitro, respecto a otros genotipos con endosperma mas duro. Por su parte Streeter et
al. (1990c, 1991) hallaron diferencias en el sitio y la extension de la digestion en
novillos entre hibridos de sorgo que diferian en la textura del endosperma. Todo ello
indicaria que pueden ser detectadas diferencias entre genotipos con distinta textura

del endosperma a través de evaluaciones in situ, in vitro e in vivo.

2.2.2. Método de procesamiento

Un grano entero con el pericarpio intacto es muy resistente a la digestién
ruminal, debido a que al estar entero es extremadamente dificil la fijjacion bacteriana
(McAllister et al., 1994; Beauchemin et al., 1994). La ruptura de la barrera fisica que
recubre los granos a través del procesamiento, no solo reduce el tamafio de particulas,
sino que también incrementa la superficie de contacto disponible para la unién de los
microorganismos y el ataque enzimatico (McAllister et al., 1994).

La utilizacion del almidén puede mejorar sustancialmente a través del
procesamiento de los granos, y la magnitud de la mejora depende de la fuente de
grano y del método de procesamiento empleado. La eficiencia de utilizacion del
almidon estd directamente relacionada con el efecto que el procesamiento puede
ejercer sobre la integridad o solubilidad de la matriz proteica que encapsula los
granulos de almidon (McNeill et al., 1975).

El principal efecto del procesado de los granos es alterar el sitio de digestiéon
del almidén, aumentando la digestion ruminal en desmedro de la intestinal, con un
consecuente incremento adicional en el porcentaje digerido en ambos sitios (Theurer,

1986). El almidén de los granos de sorgo es generalmente considerado como menos
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accesible a la degradacion enzimatica del animal que el de otros granos (Rooney;
Pflugfelder, 1986, Stock; Mader, 1987) y varia inversamente con el tamafio de la
particula del grano (Galyean et al., 1981). Por lo tanto, cualquier mejora en la digestién
ruminal del grano a través del procesamiento aumentaria la eficiencia de utilizacién por
parte de los animales.

La magnitud de la mejora en la utilizacion del almidén con el procesamiento es
inversamente proporcional a la digestibilidad del almidén de los granos sin procesar y
a la intensidad del procesamiento, por esa razén el sorgo es uno de los granos que
mas responde al procesamiento (Theurer, 1986). Esa mayor respuesta parece estar
asociada con una mayor utilizacién del almidén causada por la rotura de la matriz
proteica, la cual es mas densa en el sorgo respecto a otros granos. (McNeill et al.,
1975; Rooney; Pflugfelder, 1986).

Existen varios métodos de procesamiento para mejorar la digestibilidad y el
valor alimenticio del grano de sorgo. El procesamiento del grano de sorgo puede
realizarse en seco (quebrado o molido), en presencia de humedad (grano himedo por
la cosecha anticipada o reconstituido por el agregado de agua al grano seco) o
mediante la combinacion de humedad y temperatura (rolado al vapor, flagueado al
vapor 0 micronizado). Owens et al. (1997) realizaron una revision de 130 ensayos de
alimentacién a corral donde utilizaban grano de sorgo procesado de diferentes formas
(rolado seco, grano humedo y rolado al vapor). La eficiencia de conversion y la
concentracion energética del grano mejora en la medida que se utiliza un método de
procesamiento mas agresivo, es decir el rolado al vapor genera una mayor utilizacion
de los nutrientes seguido por el grano himedo y el rolado seco en Ultima instancia
(Owens et al., 1997).

El silaje de grano humedo consiste en la cosecha anticipada del grano para
posteriormente conservarlo bajo condiciones de anaerobiosis. Este método de
procesamiento presenta una serie de ventajas técnicas y nutricionales respecto a la
cosecha y posterior utilizacion del grano seco. Por un lado permite desocupar antes el
lote, reducir pérdidas de cosecha y eliminar costos de secado (Stock; Mader, 1987) vy,
por otra parte mejora la digestion del almidén (Simpson et al., 1985) y la eficiencia de
conversion del grano (Riggs; McGinty, 1970; Simpson et al., 1985; Stock; Mader
1987). Los métodos de procesamiento que involucran la humedad (grano himedo o
reconstituido) resultan en una mejora en la eficiencia alimentacién entre un 12 a 15%
en el grano de sorgo. Riggs; McGinty (1970) realizaron varios ensayos de alimentacion

y encontraron un rango de 7 a 15% en la mejora en la eficiencia de conversion del
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grano humedo respecto al seco. Simpson et al. (1985) hallaron una mejora del 11 al
18% en la eficiencia de conversion a favor de los novillos alimentados con grano
hamedo. Por su parte, Stock; Mader (1987) recopilaron una serie de ensayos y
encontraron que el porcentaje de mejora en la eficiencia de alimentacion del grano

hamedo varia entre un 8 a un 20% respecto al grano seco.

2.2.3. Taninos

Todos los granos de sorgo contienen compuestos fendlicos, los cuales pueden
modificar su color, apariencia y la calidad nutricional. Los compuesto fendlicos pueden
ser divididos basicamente en tres grupos: acidos fendlicos, flavonoides y taninos
(Hahn et al., 1984). Los acidos fendlicos se encuentran en todos los tipos de sorgos,
mientras que los flavonoides no son siempre detectados. Los taninos se presentan
concentrados en la testa de la semilla (Figura 1), la cual es un tejido altamente
pigmentado (Magalhdes et al., 1997); aunque también se han encontrado pero en

menor medida en el endosperma del grano (Saba et al., 1972).

Los acidos fendlicos no tienen efecto sobre la calidad nutricional del grano, solo
pueden causar un color indeseable en los alimentos cuando son procesados bajo
condiciones alcalinas. Al igual que los acidos fendlicos, los flavonoides, en el caso en
que se hallen presentes, no parecen tener efectos sobre la digestibilidad ni la

palatabilidad de los granos (Magalhaes, et al., 1997).

Los taninos son compuestos secundarios producidos por algunas plantas, que
no estan involucrados en ninguna via metabdlica que provea energia para el
crecimiento y la reproduccion de la plantas (Butler et al., 1984). Basandose en su
estructura quimica, se pueden definir como sustancias polifendlicas de alto peso
molecular (500-20000 Da; McLeod, 1974; Hagerman; Butler, 1981), que tienen la
capacidad de formar complejos reversibles e irreversibles principalmente con las
proteinas debido a la presencia de un gran nimero de grupos hidroxilos fendlicos
(Hagerman; Butler, 1981; Kumar; Singh, 1984; Magalhaes, et al., 1997). Ademas de
las proteinas, los taninos pueden acomplejar otras sustancias como polisacaridos
(celulosa, hemicelulosa, pectina, etc.), alcaloides, &cidos nucleicos y minerales
(McLeod, 1974; Schoefield et al., 2001). La reactividad que poseen los taninos con

moléculas de significancia biolégica tiene importancia desde el punto de vista
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nutricional, debido a que interfieren en el aprovechamiento de las mismas (Schoefield
et al., 2001).

Los taninos pueden ser clasificados en dos tipos: taninos hidrolizables
(poliésteres de acido galico y varios azUcares individuales) y taninos condensados
(Shirley, 1998; McSweeney et al.,, 2001). No hay evidencias de la presencia de
taninos hidrolizables en los sorgos, mientras que los condensados son aquellos que se

presentan en los sorgos denominados antipajaros (Magalhées et al., 1997).

Desde el punto de vista de la produccién de granos, los taninos que se
almacenan principalmente en la testa, le otorgan ventajas agrondmicas como la
resistencia al dafio por mohos e insectos y, en algunos casos, a la depredacién por
pajaros. Ademas les confieren una calidad favorable de almacenamiento al grano, y
una mayor resistencia al deterioro ambiental (Hahn et al., 1984). Al mismo tiempo, los
taninos tienen un impacto negativo en el grano de sorgo como alimento, ya que
presentan un efecto antinutricional. Dicho efecto es causado por la formacién del
complejo proteina-tanino, el cual ocasiona una disminucion en el aprovechamiento del
grano por los animales al verse disminuida su digestibilidad y por lo tanto la
disponibilidad de nitrégeno para los microorganismos del rumen. El impacto del
contenido de taninos incluye la disminucién de la digestibilidad de las proteinas
(Duodu et al.,, 2003), la tasa de crecimiento, y de la eficiencia de conversién en
bovinos (Maxon et al.,, 1973), y en otros animales como ratas, aves y porcinos
(Jambunathan; Mertz, 1973; Cousins et al., 1981; Shirley, 1998).

2.3. Taninos condensados en el grano de sorgo

Los taninos condensados, también conocidos como proantocianidinas o
procianidinas, son oligdbmeros o polimeros no ramificados de flavonoides, flavan-3-ol
ylo flavan-3,4-diol: epicatequina y catequina (Figura 2a) unidos principalmente por
uniones entre C4—C8 (Dykes; Rooney, 2006). Las proantocianidinas presentes en el
grano de sorgo son del tipo B, con unidades de extension de (-)-epicatequinas, siendo

las catequinas las unidades terminales (Gu et al., 2002, Figura 2b).

El color del pericarpio del grano de sorgo no es un indicador confiable de la
presencia de taninos en el mismo. Boren; Waniska (1992) evaluaron el contenido de

taninos en un amplio rango de variedades de sorgo que diferian en el color del
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pericarpio, demostrando que el color del pericarpio y su intensidad no es un buen
indicador del contenido de taninos. Los sorgos con colores de pericarpios blanco,
amarillo, rojo o marrén pueden o no tener taninos condensados, dependiendo esto de

la presencia de una testa pigmentada (Dykes; Rooney, 2006).

o
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Figura 2: Estructura molecular de un flavonoides (a) y de los taninos condensados (b)
(Schofield et al., 2001).

De acuerdo a lo propuesto por Rooney; Miller (1982), los hibridos de sorgo
pueden ser divididos en tres tipos segun la constitucion genética y andlisis quimicos.
Los sorgos tipo | son aquellos genotipos que no tienen una testa pigmentada, y
contienen bajo niveles de fenoles, pero no tienen taninos. En los tipos Il y Ill, ambos
tienen una testa pigmentada y contienen taninos, pero se diferencian en la
extractabilidad y en la manera en que se depositan en los granos. Los taninos de los
sorgos tipo Il son extraidos con metanol acidificado, mientras que los tipo Il son
extraidos con metanol acidificado y con metanol solo (Dykes; Rooney, 2006).
Respecto a las zonas donde se depositan los taninos, Earp et al. (2004) demostraron
gue en los sorgos tipo 1l y lll se depositan de manera diferente. En los granos de sorgo
del tipo Il los taninos son depositados en vesiculas dentro de la capa de la testa,
mientras que los taninos en el tipo Il son depositados a lo largo de las paredes
celulares de la testa y algunos estan presentes en el pericarpio (Earp et al., 2004). Eso
explicaria la necesidad de utilizar acido para romper la estructura de las vesiculas,

liberando los taninos en los sorgos tipo 1l (Earp et al., 2004).
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En general, la presencia de taninos en el alimento puede ser benéfica o
detrimental para los rumiantes, dependiendo de los tipos y la cantidad que es
consumida, y de la fisiologia de la especie que la consume (Mueller-Harvey, 2006). En
el caso particular del grano de sorgo, uno de los principales efectos biolégicos que
presentan los taninos esta dado en la capacidad que tienen los mismos para unirse a
las proteinas, no solo del grano sino también las presentes en las dietas (Butler et al.,
1984). Ante condiciones Optimas, los taninos del grano de sorgo pueden unirse y
precipitar proteinas hasta 12 veces su propio peso (Hagerman; Butler, 1980), hallazgo
gue es muy importante desde el punto de vista nutricional. Debido a que el grano de
sorgo contiene entre un 8 a 10% de proteina, los taninos presentes en los granos altos
en taninos serian suficientes como para capturar toda la proteina del grano y afectar
negativamente su disponibilidad, ademas de ligarse a proteinas exdgenas (Butler et
al., 1984).

Como se indicd anteriormente, los taninos tiene una elevada afinidad por las
proteinas debido a la presencia de un gran nimero de grupos fendlicos que proveen
numerosos puntos para formar enlaces con los grupos carbonilos de los péptidos
(Kumar; Singh, 1984). Kumar; Singh (1984) sugirieron que pueden producirse cuatro

tipos de enlaces para la formacién del complejo entre la proteina y el tanino:

1) Puentes de hidrogeno: es un enlace que se produce entre los radicales
hidroxilos de los grupos fendlicos y el oxigeno del grupo carbonilo de los
péptidos de las cadenas proteicas.

2) Interacciones hidrofébicas: entre el anillo aroméatico del compuesto
fendlico y las regiones hidrofobicas de la proteina.

3) Enlaces ionicos: entre el grupo aniénico del tanino y el grupo cationico de
la proteina.

4) Enlaces covalentes: formados por la oxidacion de los polifenoles a
guinonas y su posterior condensacion con un grupo nucleofilico de la
proteina (-SH, -NH,, -OH).

En relacién a las interacciones entre las proteinas y los taninos, es importante
sefalar que las uniones por puentes de hidrégeno o interacciones hidrofébicas son las
mas frecuentes en relacién a las i6nicas y covalentes (Spenser et al., 1988). Para el
caso particular del grano de sorgo, Butler et al. (1984) sefalaron que las asociaciones
entre los taninos y las proteinas tendrian lugar mediante puentes de hidrégeno e
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interacciones hidrofébicas, sin encontrarse evidencias de que se produjesen enlaces

covalentes ni enlaces iénicos entre ambas moléculas.

El concepto de la interaccibn entre la proteina y el tanino es altamente
dependiente tanto de la proteina como del tanino (Asquith; Butler, 1986). Los factores
que determinan la menor o mayor afinidad de las proteinas por los taninos ha sido
estudiado por Hagerman; Butler (1981), quienes sefialaron que los taninos
condensados pueden precipitar una proteina en particular en presencia de una gran
cantidad de otros diferentes tipos. Las proteinas difieren marcadamente en cuanto a
su afinidad por los taninos, y especificidad de la interaccion esta en funcién del
tamafio, la conformacion y la carga de las moléculas. En general, las proteinas que se
unen fuertemente a los taninos del sorgo son relativamente grandes, con una
estructura flexible y abierta, y ricas en el aminoacido prolina (Hagerman; Butler, 1981).
Todas esas caracteristicas maximizan la oportunidad de formar mdaltiples puentes de
hidrégeno e interacciones no polares entre las moléculas de taninos y los péptidos de
las proteinas (Hagerman; Butler, 1981). Estudios realizados mediante electroforesis,
indicaron que los taninos estuvieron predominantemente asociados con la fraccion
kafirinas (proteinas ricas en prolinas), alterando su solubilidad y digestibilidad (Taylor
et al., 2007). Las kafirinas, proteinas ricas en prolinas, tienen una alta capacidad de
unirse a los taninos (Guiragossian et al., 1978), por lo que la mayor proporcion de los
taninos de un grano se encuentran principalmente asociados a las mismas (Neucere;
Sumrell, 1980), lo cual provocaria un disminucion de la disponibilidad de las mismas

en genotipos que posean una alta concentracion de taninos.

De acuerdo a lo propuesto por Jones; Mangan (1977), la formacion de los
complejos entre los taninos y las proteinas resultan estables e insolubles en rangos de
pH que estan comprendidos entre 3,5 y 7, trabajando con taninos condensados de
Onobrychis viciifolia Scop. y como fuentes proteicas la rubisco y mucoproteinas de la
saliva bovina. Esto ocasiona que los complejos sean estables a pH ruminal, se
disocien a un pH inferior a 3,5 (como es el pH del abomaso: 2,5-3) o superior a 8
(como serian los pH del duodeno: cercano a 8) (Hagerman et al., 1992; Barry;
McNabb, 1999). A pesar de ello, McNabb et al. (1998) indic6 que al inicio del intestino
delgado (duodeno), el pH es de aproximadamente 5,5 lo cual podria permitir la
formacion nuevamente del complejo proteina-tanino impidiendo la digestion. Los
taninos también serian capaces de inhibir enzimas digestivas, mediante la formacion
con las mismas de complejos inactivos o insolubles (Kumar; Singh, 1984). Por su

parte, Carrulla (1994) sugiri6 que posiblemente de todas las uniones entre las
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proteina y los taninos a bajos pH no sea completa la ruptura tal como sugieren Jones;
Mangan (1977). Otros autores indicaron que los taninos que fueron liberados antes de
alcanzar el intestino pueden inhibir la actividad de enzimas digestivas (tripsina y
amilasa) en ovejas (Silanikove et al., 1993) y cabras (Silanikove et al., 1996b). En su
trabajo con taninos procedentes de Desmodium intortum y Lotus pedunculatus, Perez-
Maldonado et al., 1995, indicaron que los taninos difieren en su habilidad para unirse a
las proteinas ante el pH presente en el rumen y también en la reversibilidad del
proceso a nivel post-ruminal. Esto indicaria que el rango de pH que establece la
estabilidad del complejo entre la proteina y el tanino puede ser altamente dependiente
de los tipos de proteinas y de taninos involucrado, y que a pesar de la ruptura del

complejo los taninos pueden continuar el efecto negativo sobre las enzimas digestivas.

2.4 Efecto de los taninos del grano de sorgo sobre la digestion y respuesta

animal

Los efectos antinutricionales de los taninos presentes en el grano de sorgo
incluyen la disminucién de la digestibilidad de las proteinas, la tasa de crecimiento, y
de la eficiencia de conversién no solo en bovinos (Maxson et al.; 1973; Montiel, et al.,
2006; Riffel, 2007), sino también en otras especies animales como ratas, aves y
porcinos (Jambunathan; Mertz, 1973; Ford; Hewitt, 1979; Mitaru et al., 1983; Cousins
et al., 1981; Nyachotti et al., 1997; Shirley, 1998). Ademas, Hagerman; Butler (1991)
concluyeron que las consecuencias biol6gicas de los taninos dependeran de su
composicion quimica y estructura, del resto de los componentes de la dieta y de la

especie animal que los consuma.

La digestibilidad y la eficiencia de utilizacién de los nutrientes pueden verse
disminuidas entre un 3 a un 15% cuando el grano contiene taninos (Waniska, 2000),
afectando también la degradabilidad del almidén. La presencia de taninos en el grano
disminuyo la produccion de gas in vitro hasta en un 50% (Hinders; Eng, 1971; Saba et
al., 1972; Hibberd et al., 1982a). Por su parte, Montiel (2003), evaluando 14 hibridos
de sorgos que diferian en la cantidad de taninos, hallo que el almidon de los genotipos
con alto contenido de taninos fue un 32% menos degradable en el rumen respecto a
los bajo en taninos. Ademas, el contenido de taninos fue, entre todos los parametros
fisico-quimicos evaluados en los granos, la variable que mejor se correlacioné con la

degradabilidad ruminal del almidén (r=-0,86). Durselen (1988) compar6 un sorgo alto
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taninos vs. uno bajo en taninos evaluando la digestion in vivo en corderos. Dicho autor
indicé que no solo la digestion total del almidon se ve disminuida por la presencia de

taninos, sino también la disponibilidad de nitrégeno.

Los taninos también tienen la capacidad de alterar de manera negativa los
procesos digestivos, al acomplejarse también con enzimas secretadas o con proteinas
endogenas del sistema digestivo (Butler, citado por McSweeney, 2001). En
experimentos llevados a cabo in vitro, se ha observado los taninos inhiben varias
enzimas, incluyendo enzimas digestivas como la tripsina y la a-amilasa (Griffiths;
Mosely, citados por Butler et al., 1984). Los taninos son considerados como
inhibidores del crecimiento bacteriano debido a que tienen la capacidad de reaccionar
con la pared celular de las bacterias y las enzimas extracelulares secretadas por ellas.
Cualquiera de las dos interacciones inhiben el transporte de nutrientes hacia el interior
de la célula bacteriana, y esto es lo que ocasiona un retardo en el crecimiento de los

microorganismos ruminales y una disminucion en la digestion (McSweeney, 2001).

La respuesta animal también es afectada por la presencia de taninos en el
grano de sorgo. Maxon et al. (1973) engordaron a corral novillos (300 kg de peso
inicial) con dietas ofrecidas a voluntad que tenian 78% de grano de sorgo con o sin
taninos segun el tratamiento. Dichos autores concluyeron que aquellos animales que
se alimentaron con el grano alto en taninos debieron consumir un 31% mas de raciéon
para alcanzar la misma ganancia diaria de peso vivo respecto a los sin taninos. Gran
parte de la variacion en la performance animal puede ser explicada por diferencias
entre los genotipos en los sitios y la extension de la digestion (Maxon et al., 1973). La
fermentacion ruminal del almidon difiri6 en un 25% entre hibridos (Hibberd et al.,
1985), siendo las mas alta en los sorgos sin taninos. Utilizando sorgos contrastantes
en la concentracién de taninos (alto vs bajo) en ensayos de terminacion, McCollough
et al. (1972b) hallaron que los novillos alimentados con sorgo altos en taninos fueron
los menos eficientes en convertir el alimento, requiriendo 1,62 kg mas de racion para
producir un kilo de ganancia respecto a los alimentados con sorgo bajo en taninos.
Esto fue similar a lo hallado por Riffel (2007) quien indico diferencias en las eficiencias
de conversion, siendo las mismas de 6,7 y 5,8 (kg consumido/ kg ganado) para las
dietas con grano humedo de sorgos alto y bajo en taninos, respectivamente. Lo
anteriormente mencionado destaca el fuerte efecto negativo de los taninos presentes
en el grano de sorgo sobre la degradabilidad ruminal y la performance animal. Por esta
razon, deberian buscarse métodos a través de los cuales se logren disminuir o anular

dichos efectos cuando no se puede optar por hibridos bajo en taninos.
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2.5. Métodos para remover o inactivar taninos

En los ultimos afios se han centrado esfuerzos en encontrar métodos, en lo
posible rapidos y sencillos, que permitan reducir o inactivar el efecto de los taninos en
el grano de sorgo. Dichos métodos podrian abarcar desde el almacenamiento del
grano humedo antes condiciones de anaerobiosis hasta el empleo de sustancias que

inactiven el efecto negativo de los taninos.

2.5.1 Almacenamiento del grano con alto contenido de humedad y bajo

condiciones de anaerobiosis.

El contenido de taninos extractables del grano de sorgo ha sido marcadamente
reducido embebiendo los granos Unicamente con agua y almacenandolos en una
atmosfera con CO, (Reichert et al., 1980). Esta misma tendencia se observo en hojas
de acacia (Ben Salem et al., 2005a) o de roble (Makkar; Singh, 1993) que fueron
almacenadas en anaerobiosis, indicando que el ensilado de especies arbustivas que
presentan alta concentraciébn de taninos seria una técnica para mejorar su valor
nutritivo.

El alcance de la reduccion del contenido de taninos en el grano de sorgo es
dependiente del tiempo de almacenaje, la temperatura y la cantidad de agua agregada
(Reichert et al., 1980). Esto se vio reflejado en una mejora en la ganancia de pesoy la
eficiencia de conversion en ratas que fueron alimentadas con sorgos altos en taninos
(Reichert et al., 1980). En otras especies animales como pollos (Mitaru et al., 1983;
Sarani et al., 1984) y cerdos (Mitaru et al., 1984 b, c) han sido obtenidos resultados
similares, atribuidos a una mejora en la digestibilidad de los nutrientes, en particular
de la proteina, cuando se reconstituye un grano y se almacena en condiciones de
anaerobiosis. Teeter et al. (1986) concluyeron que agregando agua al grano hasta
alcanzar un 70% de materia seca con una subsecuente incubacion anaerébica a 32°C,
puede remover casi la totalidad de los taninos quimicamente extractables. Ademas,
dichos autores expresaron que la tasa de eliminacion de los taninos esta altamente
influenciada por el hibrido (Teeter et al., 1986). La fermentacion podria modificar la
estructura y reactividad de los taninos, lo que mejora el valor nutricional del grano
(Jansman, 1993).
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También ha sido demostrado que, cuando se ensila la planta completa de
sorgo, se produce una disminucién de la concentracion de taninos en todas las
fracciones componentes del silaje. Cummins (1971) evalu6 el efecto del proceso de
ensilado de dos hibridos de sorgos (alto y bajo taninos) sobre el contenido de taninos y
la digestibilidad in vitro de la materia seca, por la técnica de Tilley; Terry (1963), en
diferentes fracciones de la planta. El proceso de ensilado no modificd el porcentaje de
taninos ni la digestibilidad in vitro de la materia seca sobre el componente granos en el
genotipo bajo en taninos. Sin embargo, dicho autor concluyd que el efecto depresivo
de los taninos sobre la digestibilidad disminuye con el proceso de ensilado, hallando
una reduccion del 61% en el contenido de taninos y un aumento del 32% en la
digestibilidad in vitro en el grano de sorgo con alto contenido de taninos (Cummins,
1971).

El nivel de taninos usualmente se reduce cuando se ensila la planta entera de
un genotipo de sorgo alto en taninos. A pesar de ello, el comportamiento de la
digestibilidad in vitro de la materia seca no fue siempre el mismo, ya que la misma si
bien aumenté con la disminucion del contenido de taninos en el silaje (Cummins,
1971), en otro trabajo no presenté diferencias luego del proceso fermentativo en dos
genotipos altos en taninos (Rodriguez et al., 1998). Si bien, Cummins (1971) demostrd
gue no solo se produce una disminucion de la concentraciéon de los taninos en las
hojas, tallos, glumas y principalmente en los granos con el ensilado, no existen
referencias del comportamiento cuando se ensila Gnicamente el grano con alto

contenido de humedad.

2.5.2. Tratamiento con urea.

La cosecha anticipada del grano humedo trae aparejado inconvenientes en su
almacenamiento cuando el mismo es ante condiciones de aerobiosis, ya que el mismo
puede deteriorarse debido al desarrollo de microorganismos indeseables (Hill et al.,
1991). Para sobreponer esos inconvenientes, se ha utilizado la urea, sustancia que
tiene el potencial de preservar el grano cuando se almacena en un ambiente aerobico.
Russell et al. (1988) evaluaron, en laboratorio y en experimentos a campo, la
efectividad de la urea para preservar el grano con alta humedad y su potencial utilidad
en el uso en dietas de rumiantes. Para ello reconstituyeron granos con agua 0 con
soluciones que contenian urea, alcanzando los niveles de humedad de 22, 28 y 34% y

de urea de 0, 2, 4y 6 % en base a la materia seca, respectivamente. Dichos autores
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hallaron que la urea en presencia de humedad se hidroliza y se transforma en NHs,
aumentando el pH hasta alcanzar valores entre 8 y 9. Este medio, rico en amoniaco,
se torna desfavorable para el desarrollo de la microflora flngica y bacteriana
responsable de la putrefacciébn del grano cuando se almacena en presencia de
oxigeno y con alta humedad (drskov et al., 1974; Russell et al., 1988). Ademas, la
presencia de urea no afecto la aceptabilidad por los novillos alimentados con dicho

grano (Russell et al., 1988).

Existen antecedentes sobre el uso de la urea para provocar el ablandamiento
del pericarpio del grano por el amoniaco producido (Russell et al., 1988), lo que haria
innecesaria la molienda o partido del mismo para mejorar la digestion por bovinos.
Russell et al. (1988) atribuyeron este efecto a la ruptura del pericarpio, observada a
través de microscopia electrénica, como la responsable de las diferencias halladas en
la digestibilidad in vitro de la materia seca entre los granos tratados y no tratados. A
pesar de ello, los resultados no son consistentes con las respuestas cuando se
prueban en ensayos de produccion. En engorde a corral, Pordomingo; Juan (2000),
compararon el agregado de urea sobre el ablandamiento del pericarpio en un genotipo
de grano humedo de sorgo entero y otro partido. Dichos autores no hallaron efecto de
la urea sobre los granos enteros y los animales que consumieron dichas dietas
tuvieron menores ganancias de peso y menores eficiencias de conversion respecto a
los que consumieron el grano partido. En un ensayo previo, Juan et al. (1998),
evaluaron el efecto de la urea en un grano de sorgo cosechado hiumedo entero vs el
mismo grano de sorgo pero seco y molido. Los animales que consumieron el grano
entero presentaron una alta pérdida del mismo en las heces, lo cual fue en detrimento
de la ganancia de peso y la eficiencia de conversion (Juan et al., 1998). Comparando
un sorgo cosechado con humedad alto en taninos molido vs el mismo genotipo pero
tratado con urea y suministrado entero, Romero et al. (2001) no lograron modificar la
produccién de leche con el tratamiento con urea. Esto indicaria, que si bien la urea
puede producir un ablandamiento del pericarpio, seria necesario procesar de alguna

manera el grano para que pueda ser aprovechado por los animales.

La urea también ha sido utilizada, ademas de la preservacion de los granos de
sorgo cosechados con alto contenido de humedad bajo condiciones de aerobiosis,
con el objeto de disminuir la concentracién de taninos en los mismos. Russell; Lolley
(1989) evaluaron la efectividad del tratamiento con distintos niveles de urea (2, 3y 4%
de urea en base a materia seca) en sorgos cosechados con 12% de humedad vy

reconstituidos a diferentes niveles de humedad (26, 30 y 34%) y almacenados en
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aerobiosis. Ellos concluyeron que la tasa de desaparicion de los taninos fue de
aproximadamente un 68%/dia, y que todos los tratamientos fueron efectivos en
desactivar los taninos sin hallar diferencias entre el contenido de humedad o entre los
niveles de urea (Russell et al., 1989). Romero et al. (2001) evaluaron el efecto del
contenido de taninos y el agregado de urea en el grano humedo de sorgo, conservado
bajo condiciones de aerobiosis, y demostraron que la urea produjo la hidrélisis del 60%
del contenido de los taninos. Por ultimo, Hill et al. (1991) hallaron que los granos de
sorgos reconstituidos y ensilados, asi como los cosechados con alto contenido de
humedad, luego de ser tratados con urea y posteriormente almacenados en
aerobiosis, presentaron una mayor digestiéon del almidén que los granos secos y los

tratados con acidos (acido propidnico y acético) luego de la reconstitucion.

El efecto que tiene la urea sobre la inactivacién de los taninos también ha sido
probado en otras especies vegetales. En hojas frescas de roble (Quercus incana) se
logré reducir el valor de fenoles totales y taninos condensados en un 55y 77% el
primer dia y en un 72 y 89% luego de cinco dias de haber agregado la urea
respectivamente (Makkar; Singh, 1993). Ben Salem et al. (2005a) trabajaron con hojas
frescas de otra especie con alto contenido de taninos condensados, como la Acacia
cyanophylla, y lograron desactivar los taninos aplicaAndoles una dosis de 2% de urea
(base materia seca) y posteriormente almacenandolas en bolsas selladas, simulando

condiciones de anaerobiosis.

Como se indic6 anteriormente, la urea en presencia de agua se hidroliza,
amonificando el medio y elevando notablemente el pH (8 — 9) (Russell et al., 1988).
Esa alcalinizacién del medio seria la responsable de la disminucién en el contenido de
taninos, razon por la cual con otros tratamientos que alcalinizan el medio también se
obtienen respuestas similares (Chavan et al., 1979; Price et al., 1979; Waichungo;
Holt, 1995). Cuando se exponen los taninos a condiciones de alcalinidad pierden su
capacidad de unirse a las proteinas dado que habria una transformacion de los taninos
en el medio alcalino que conduce a la inactivacién de los mismos (Makkar; Becker,
1996). Reichert et al. (1980) indican que es posible que al ser sometidos a pH
alcalinos los taninos se oxiden y se conviertan en moléculas inertes. La urea
desestabilizaria las uniones puente hidroégeno y las interacciones hidrofébicas (Nozaki;
Tanford, citados por Kumar; Singh, 1984), las cuales participarian en la formacién del
complejo proteina-tanino. Esto indicaria que el tratamiento con urea puede mejorar la

digestion del grano de sorgo, sin embargo se desconoce su comportamiento cuando
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dicho grano se conserva luego de un proceso fermentativo bajo condiciones de

anaerobiosis.

2.5.3. Tratamiento con polietilenglicol

Los taninos también pueden ser removidos por la adicion de adsorbentes tales
como el polivinil-pirrolidone (PVP), el polivinil-polipirrolidone  (PVPP) o el
polietilenglicol (PEG), los cuales se unen a los primeros mas fuertemente que las
proteinas (Loomis, citado por Kumar; Singh, 1984). Dichos polimeros sintéticos no
nutritivos, contienen en sus cadenas suficientes moléculas de oxigeno (Figura 3) que
pueden formar fuertes uniones puente hidrégeno con los fenoles y grupos hidroxilos de
los taninos (Silanikove et al., 2001). De los tres adsorbentes el mas efectivo es el PEG,
seguido por PVP y PVPP, siempre comparados a igual concentraciéon en el medio
(Makkar et al., 1995a).

HOCH,[-CH,-O-CH,-InCH,OH  Polietilenglicol (PEG)

Polivinil-polipirrolidone (PVPP)

Figura 3: Polimeros que se unen a taninos

En principio, el PEG se uso6 para la separacion de metabolitos en plantas ricas
en taninos (Jones, citado por Ford; Hewitt, 1979a) y luego como marcadores (Landau
et al., 2002). En estudios previos (Kay, citado por Jones; Mangan, 1977), se observé
que cuando se agregaba PEG al rumen como marcador, se liberaban una gran
cantidad de proteina en el licor ruminal. EI PEG reaccionaba con el &cido tanico, lo
cual lo hacia inadecuado como marcador en animales que consumian forrajes ricos en
taninos condensados (Jones; Mangan, 1977). Esos resultados sugirieron que la

proteina podia ser liberada del complejo proteina taninos por una reaccion con el PEG,
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formando complejos insolubles, y de esta manera neutralizando el efecto negativo de
los taninos sobre los animales.

El complejo PEG-taninos se forma a través de uniones puente hidrégeno entre
las moléculas de oxigeno del PEG y el grupo hidroxilo fenélico de los taninos
(Silanikove et al., 1996 a). Esa interaccion es irreversible en un amplio rango de pH
(Jones; Mangan, 1977), provocando que los taninos no estén disponibles para
acomplejarse con las proteinas en el tracto digestivo. Ademas, estas sustancias tienen
la particularidad de poseer una mayor afinidad por los taninos, mayor que la que
presentan las proteinas (Makkar, 2003).

Existen PEG de varios pesos moleculares, pero los mismos no reaccionan de
la misma maneja en la formacién del complejo con los taninos. Comparando PEGs de
varios pesos moleculares, Makkar et al. (1995a) concluyeron que el incremento del
peso desde 2000 a 4000 incrementa la capacidad de unién, pero con pesos
moleculares mayores a 4000 no se observaron cambios. Esa fue una a de las razones
por la cual se utiliz6 PEG-4000 en esta tesis.

El PEG, con un peso molecular de 4000 (PEG-4000), uno de los méas usados
en estudios in vivo con rumiantes, es un detergente no-ibnico soluble en agua que
tiene la capacidad de formar complejos con taninos hidrolizables y condensados en un
amplio rango de pH (2-8,5; Jones, citado por Silanikove et al., 1996; Landau et al.,
2000). El complejo PEG-taninos es inerte, indigestible y no se metaboliza (Priolo et al.,
2000) en ninguna parte del tracto digestivo del animal, razén por la cual se detecta en
heces. Ademas es insoluble en agua en estado de ebulliciéon, en la mayoria de los
solventes organico, y en soluciones de detergentes neutro y 4cido (Silanikove et al.,
1996). La efectividad de la ruptura del complejo proteina-taninos ante la presencia de
PEG ha sido demostrada tanto in vitro como in vivo con ovejas (Jones; Mangan,
citados por Kumar; Singh, 1984).

El PEG ha sido utilizado en forma exitosa para cuantificar el efecto negativo y
la cantidad de taninos presentes en hojas de plantas a través de las uniones, lo cual
puede superar los problemas de extractabilidad de los taninos o de la falta de
estandares (Jones et al., 1992; Palmer; McSweeney, 1992; Silanikove et al., 1996;
Jones et al., 2000; Silanikove et al., 2001).

La inactivacién de los taninos por el PEG incrementa la disponibilidad de los
nutrientes y disminuye el efecto de la inhibiciébn microbiana (Makkar, 2003), lo cual
repercute en un aumento en la degradabilidad de la materia seca, proteina bruta y

fibora en detergente neutro, permitiendo que el animal logre una mejora en la
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produccién (Ben Salem et al., 2000). La suplementacion diaria de PEG a cabras que
consumian hojas de arboles con alto contenido de taninos permitid incrementar el
consumo Y la ganancia de peso, producto de la mejora en la digestién de la materia
organica, la proteina bruta y la fibra del forraje (Silanikove et al., 1996b).

Varios de los trabajos donde se utiliz6 el PEG para desactivar taninos se
efectuaron sobre hojas de plantas o de arbustos de diferentes especies que poseen
altas concentraciones de taninos, y han demostrado un efecto positivo sobre el
aprovechamiento de los nutrientes por el animal aumentando la digestibilidad in vitro
de la materia seca y del nitrégeno (Palmer; McSweeney, 1992; Getachew et al., 2000;
Palmer; Jones, 2000; Ammar et al., 2001; Baba et al., 2002). El tratamiento con PEG a
hojas de especies arbustivas suministradas a ratas (Horigome et al., 1988), ovejas
(Silanikove et al., 1994; Ben Salem et al., 2000; Priolo et al., 2000; Provenza et al.,
2000), cabras (Silanikove et al., 1996a; Bhatta et al., 2002) y vacas (Landau et al.,
2000) ha incrementado no solo el consumo voluntario, sino también la digestibilidad in
vivo de la dieta, particularmente de la proteina. Esto Gltimo también fue corroborado
por una mayor concentracion de nitrbgeno amoniacal en rumen y de urea en sangre
de cabras suplementadas con PEG (Silanikove et al., 1996 b, Bhatta et al., 2002). Por
otra parte, la adicion de PEG a plantas libres de taninos no incrementd la digestibilidad
in vitro (McSweeney et al., 1999), la degradabilidad in situ (Silanikove et al., 1996¢), y
la digestibilidad in vivo de las mismas (Silanikove et al., 2001). Por esta razon, dichos
autores indicaron que el efecto positivo del PEG sobre la degradacion de la materia
organica y de la proteina esta relacionado Unicamente a la neutralizacién del efecto
adverso de los taninos sobre la degradacién ruminal.

La utilizacion del PEG-4000 para secuestrar taninos en granos de sorgos secos
ha sido probado en ratas y pollos a través de la evaluacion de la digestibilidad del
nitrégeno, la cual se vio aumentada con el agregado de dicha sustancia solo en sorgos
con alto contenido de taninos (Ford; Hewitt, 1979 a y b). Sandoval Castro et al. (2003)
evaluaron el efecto del PEG-4000 en la neutralizacion de taninos analizando
principalmente en hojas de tres arbustos entre los que agregaron también una muestra
de grano de sorgo seco, encontrando que la inclusibn del PEG aumentd la
digestibilidad in vitro y la produccién de gas de todos los materiales incubados.
Evaluando la produccion de gas en granos de diferentes hibridos de sorgos tratados
con PEG, Cabral Filho et al. (2005) hallaron que los granos tratados con PEG
incrementaron notablemente la misma. Ademas, obtuvieron una alta correlacién entre

el contenido de taninos y el incremento en la produccion de gas con el agregado de
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PEG, asi como también con la digestibilidad aparente de la materia seca (Cabral Filho
et al.,, 2005). Por su parte, Reina et al. (2007) indicaron que el aumento en la
produccién de gas como consecuencia del agregado de PEG puede ser considerada
como una medida de la actividad biol6égica que presentan los taninos cuando estan
presentes en el grano, y mas especificamente, de su capacidad inhibitoria de la
fermentacion ruminal (Makkar et al., 1995a). Por esa razoén, seria importante conocer
el efecto del agregado de diferentes dosis de PEG 4000 sobre granos de sorgos
almacenados en anaerobiosis con diferentes contenidos de humedad y su
comparacion con el uso de la urea, sobre la mejora en la degradabilidad in situ y la
digestion aparente in vivo de dietas que contienen alta proporcién de granos de sorgo

en bovinos, como asi también las posibles interacciones entre dichos factores.

2.6 HIPOTESIS

1. Los granos ensilados con mayor contenido de humedad (cosecha
anticipada) bajo condiciones de anaerobiosis presentan una mayor fraccion
soluble y desaparicion in situ de la materia seca, proteina bruta y almidén,
independientemente del nivel de taninos al momento de la cosecha.

2. El proceso de ensilado del grano disminuye la concentracion de taninos en
sorgos con alto contenido.

3. Los tratamientos con urea y PEG-4000, en granos ensilados con alto
contenido de taninos, aumentan la desaparicion in situ de la materia seca,
proteina bruta y almiddn, pero la mejora es superior con agregado de PEG-
4000.

4. Existen interacciones entre el contenido de humedad al momento del
ensilado y el tratamiento con PEG-4000 o urea sobre la desaparicion a nivel
ruminal del grano de sorgo.

5. Los granos de sorgo alto en taninos ensilados y tratados con urea y PEG-
4000 aumentan la digestién in vivo respecto a un grano ensilado y no
tratado.

6. Los animales alimentados a corral con el sorgo alto tanino y de
endosperma harinoso presentan una mayor ganancia de peso respecto a
los alimentados con alto taninos pero de endosperma vitreo. A su vez, los
altos en taninos presentan una ganancia de peso menor respecto a los

animales alimentados con sorgo blanco.
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2.7. OBJETIVOS

1. Determinar si el contenido de humedad (cosecha anticipada) afecta la
desaparicion in situ y su interaccion con el contenido de taninos del grano.

2. Evaluar el efecto del contenido de humedad del grano ensilado sobre las
caracteristicas fermentativas (pH y nitrégeno amoniacal) y los pardmetros
guimicos (almidén, proteina bruta, taninos, digestibilidad in vitro).

3. Determinar el efecto del proceso de ensilado sobre la modificacion de la
cantidad de taninos y la desaparicion in situ del grano.

4. Evaluar el efecto de la utilizacion a diferentes dosis de PEG-4000 y urea
sobre la desaparicion in situ de granos de sorgo ensilados con diferentes
contenidos de humedad.

5. Evaluar el efecto del agregado de urea y PEG-4000 sobre la digestion in
vivo de granos de sorgo ensilados.

6. Determinar la respuesta productiva de animales alimentados a corral con
silaje de grano humedo de sorgos que difieren en el contenido de taninos y

en la textura del endosperma.
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3. Capitulo 1:

IMPACTO DE LA HUMEDAD DE COSECHA Y EL PROCESO DE ENSILADO
SOBRE EL CONTENIDO DE TANINOS Y
LA DESAPARICION IN SITU DEL GRANO DE SORGO.

Experimentos 1y 2.

3.1.- Introduccion

La utilizacion de granos de sorgos enteros no es recomendable por no
favorecer el proceso digestivo en los rumiantes debido a que se impide la fijacion de
las bacterias y posterior ataque enzimatico en el compartimiento ruminal (Beachemin
et al., 1994, McAllister et al., 1994). Por otra parte, el almidén de los granos de sorgo,
es generalmente considerado menos accesible a la degradacion enzimética del animal
respecto a otros granos (Rooney y Pflugfelder, 1986). Esto se debe a que la matriz
proteica donde se encuentran insertos los granulos de almidon del sorgo es mas
densa comparada con la de otros granos (McNeill et al., 1975, Rooney y Pflugfelder,
1986). Por esa razon, cualquier mejora en la degradabilidad ruminal de los granos a
través del procesamiento, facilitaria el acceso a los granulos de almidon para el ataque
enzimatico bacteriano y/o digestivo, aumentando la eficiencia de utilizacion del grano
por parte de los animales.

Varios métodos de procesamiento han sido desarrollados con el objeto de
mejorar la digestibilidad y el valor alimenticio del grano de sorgo (Hale, 1973, Hinman y
Johnson, 1974, McNeill et al., 1975, Stock y Mader, 1987; Owens et al., 1997), siendo
los mas estudiados el molido, quebrado, aplastado y ensilado humedo del mismo.
Durante el almacenamiento del grano hiumedo bajo condiciones de anaerobiosis, se
produce un proceso de fermentacién del almidén convirtiéndolo parcialmente en acido
lactico, el cual ayuda a la preservacion del grano. Luego del proceso de ensilado, los
granulos de almidon resultan mas facilmente atacados por las enzimas microbianas
(Rowe et al., 1999) aumentando notablemente la digestion del mismo (Simpson et al.,
1985). El aprovechamiento por parte del animal y las caracteristicas fermentativas del
silaje mejoran cuando los granos de sorgos son cosechados con 14% de humedad,
posteriormente reconstituidos con diferentes cantidades de agua y almacenados en
condiciones de anaerobiosis (Huck et al., 1999). A medida que aumenta el contenido

de humedad con la reconstitucion del grano (31,5% vs 23,5 de humedad) se produce
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un aumento en la tasa de digestién del almidén (Stock et al., 1987). Esto indicaria que
la eleccion del momento en el cual se cosechan y posteriormente ensilan los granos,
seria una herramienta importante a tener en cuenta para mejorar la digestion del grano
de sorgo.

Otro aspecto que se puede modificar con el almacenamiento bajo condiciones
de anaerobiosis es el contenido de taninos de los granos. La presencia de taninos
tiene efectos negativos para el aprovechamiento del grano, entre los que se incluyen la
disminucion de la digestibilidad de las proteinas (Duodu et al., 2003), y un deterioro de
la tasa de crecimiento y la eficiencia de conversion en bovinos (Maxson et al., 1973,
Montiel, et al., 2006, Riffel, 2007), y en otros animales como en aves y porcinos
(Mitaru et al., 1983, Cousins et al., 1981). Respecto al proceso de ensilado, ha sido
demostrado que cuando se ensila la planta entera de sorgo, disminuye Ila
concentracion de taninos en todas las fracciones componentes del silaje (Cummins,
1971; Rodriguez et al., 1998). A pesar de ello, la digestibilidad aument6 (Cummins,
1971), o no presentd diferencias ante la desaparicion de los taninos (Rodriguez et al.,
1998). Si bien, Cummins (1971) demostrd que no solo se produce una disminucién de
la concentracién de los taninos en la planta completa, no existen referencias cerca del
efecto del ensilado de granos sobre el contenido de taninos de los mismos y la
digestibilidad del material obtenido.

Los siguientes experimentos se realizaron con el objeto de determinar el efecto
del contenido de humedad (determinado por la cosecha anticipada) al momento del
ensilado de dos genotipos de granos de sorgos, con alto (AT) y bajo (BT) en taninos ,
sobre el contenido de taninos, la desaparicion in situ, y las caracteristicas
fermentativas y quimicas de los silajes (Experimento 1). Ademas se pretendio evaluar
el alcance del proceso fermentativo debido al almacenamiento con humedad en
anaerobiosis del grano de sorgo sobre la modificacion de la cantidad de taninos y la

desaparicion a nivel ruminal de un genotipo AT (Experimento 2).

3.2.- Materiales y métodos.

3.2.1- Materiales experimentales e implantacion del cultivo.

Los hibridos que constituyeron el material experimental fueron de dos tipos

respecto al contenido de taninos: DA49 (hibrido alto en taninos, AT, Dekalb ®) y
P84G62 (hibrido bajo en taninos, BT, Pioneer®).
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El cultivo fue implantado en un predio de la EEA INTA Balcarce, sobre un suelo
Argiudol tipico de 1,5 m de profundidad efectiva. La siembra se realiz0 en forma
manual, a 70 cm entre hileras y a una densidad de aproximadamente 6 semillas por
metro lineal de surco. Al momento de la siembra se realizé una fertilizacion con 120 kg
ha®’ de fosfato di-aménico y cuando el cultivo tuvo cuatro hojas expandidas se
adicionaron manualmente 50 kg ha™ de urea. Cuando fue necesario se controlaron las
malezas en forma manual, y durante todo el ciclo del cultivo se realizaron riegos de
manera que las condiciones de humedad no fueran limitantes para el normal desarrollo

del mismo.
3.2.2- Confeccion de los microsilajes

Para el Experimento 1 los granos se cosecharon en tres momentos definidos
por el nivel de humedad: 35, 25 y 14%, mientras que en el experimento 2 la humedad
de cosecha fue de 35%. La cosecha de los granos se efectu6é en forma manual,
posteriormente se confeccionaron los microsilajes con los materiales de 35 y 25%.
Cuando el grano, que permanecié en el campo en la planta, alcanzé el 14% de
humedad se cosecharon tres surcos y con cada uno de ellos se llenaron tres
recipientes de PVC, iguales a aquellos donde se confeccionaron los microsilos. A
diferencia de los anteriores, este grano se almacené en aerobiosis. Para la incubacion
a nivel ruminal todos los granos fueron molidos a un tamafio de 4 mm.

El proceso de ensilado se realizé en microsilajes experimentales de PVC de 5
litros de capacidad, en los cuales se aseguraron las condiciones de anaerobiosis
extrayéndose el aire con una bomba de vacio con una presion de 16 a 20 Ib pulg™.
Ademas, se utilizd un sellador a base de siliconas para asegurar una completa
hermeticidad en la tapa. De cada tratamiento se confeccionaron tres microsilajes, y los
mismos fueron mantenidos a temperatura ambiente dentro de un galpon hasta el
momento de su utilizacion. Cabe aclarar que para el experimento 2 instantes
posteriores a la cosecha se almacenaron tres muestras de grano en los recipientes de
PVC a -18°C, con el objeto mantener el grano himedo sin someterlo al proceso de

ensilado.
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3.2.3.- Andlisis de calidad de los silajes

Al momento de apertura de los microsilajes se tomaron muestras
representativas de cada uno de los granos para realizar los siguientes andalisis
quimico-biologicos:

a) materia seca (MS, AOAC, 1995)
b) materia organica (MO, AOAC, 1995)

c) almidén (ALM, AOAC, 1995)

d) digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS, usando el sistema de

incubacién Daisy Il (Ankom Technology, Macedon, NY))
e) pH (Baron et. al., 1986)
f) NHz/N total (Chaney y Marbach, 1962)

g) taninos por el método de Folin-Denis (Magalhdes et al., 1997). Cabe
aclarar que, debido a que el método de Folin-Denis no determina taninos per se
(Schofiled et al., 2001), el termino taninos en esta tesis se refieren a compuesto
fendlicos. Esta determinacion fue realizada en el Instituto de Tecnologia de
Alimentos de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del

Litoral.

h) proteina bruta (PB, mediante combustion total de la muestra en atmésfera
de oxigeno ultrapuro en un equipo LECO FP528; posteriormente se multiplica el

valor obtenido de la combustién (N) por el factor 6,25, Horneck y Miller, 1998).

La determinaciones de pH, NH3/NT no fueron realizadas sobre los granos
cosechados con 14 % de humedad ni sobre los granos que fueron almacenados a

-18°C utilizados en el experimento 2.

3.2.4.- Determinacion de la desaparicion in situ

La desaparicion ruminal de la materia seca (MS), proteina bruta (PB) y almidon
(ALM) de los materiales fue evaluada a través de la técnica in situ (Nocek, 1985)
mediante el empleo de bolsas de dacrén de 10 x 20 cm, con un tamafio de poro de 53
+ 10 um (Ankom®).
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Se utilizaron tres novillos Aberdeen Angus de 510 + 13 kg de peso vivo, los
cuales poseian una canula ruminal de 11 cm de didmetro interno. Durante el
experimento los animales fueron alojados en corrales individuales (25 m?) con piso de
cemento y libre acceso al agua fresca. Diariamente se higienizaban los corrales para
sacar los restos de orina y materia fecal, y se reciclaba completamente el agua de
bebida. La dieta que consumieron los animales estuvo compuesta en base a la materia
seca por: 48% de heno de alfalfa, 24% de grano de maiz molido, 18% de grano entero
de avena, 8,5% de afrechillo de trigo, y 1,5% de urea y sales minerales. La racion fue
ofrecida a un nivel de consumo del 1,5% del peso vivo, suministrandose dividida en
partes iguales a las 8:00 y 20:00 horas.

Dentro de cada bolsa de dacron se agregaron 5 + 0,05 g de cada material, con
el objeto de obtener una relacién entre la cantidad de la muestra y el tamafio de la
bolsa de 20 mg/cm? (Vanzant et al., 1998). Los tratamientos fueron representados por
triplicado y las bolsas se colocaron dentro de mallas de nylon (30 x 45 cm, con un
tamafio de poro de 4 cm?) para situarlas en similar posicion dentro del rumen y facilitar
su posterior localizacion. Previamente a la introduccion dentro del rumen, las bolsas
fueron remojadas en agua a 39 °C durante 15 minutos para simular parcialmente la
insalivacién (Nocek y English, 1986). Las bolsas fueron colocadas dentro del rumen en
diferentes horarios y removidas todas juntas (Nocek, 1988). Los tratamientos fueron
incubados durante 16 y 33 horas, lo que corresponderia a tiempos de permanencia del
material dentro del rumen para tasas de pasaje de la fraccion sélida de 6 y 3%/hora,
respectivamente. Cabe aclarar que también se pretendié evaluar la faccién soluble,
pero debido a los elevados valores que arrojaron, los cuales no son ldgicos
biol6gicamente, fueron eliminados estos datos del ensayo.

Durante el periodo de incubacion se caracterizé el ambiente ruminal de los
animales a través de la determinacion del pH y la concentracion de nitrégeno
amoniacal. La recoleccion del fluido ruminal se realizo en forma manual, desde la hora
0 y cada 6 horas luego de iniciado el periodo de incubacion. Dicho fluido fue filtrado
con una doble tela de queseria, e inmediatamente se determin6d el pH de la muestra
con un peachimetro digital portétil (Orion, Research Inc., Boston, MA). Una muestra de
4 ml de ese liquido fue acidificada con 4 ml de HCL 0,2N, posteriormente fue
centrifugada para determinar en el sobrenadante la concentracion de nitrégeno
amoniacal (N-NHs) por espectrofotometria (Chaney y Marbach, 1962).

Transcurrido el periodo de incubacion establecido previamente, las bolsas

fueron retiradas del rumen e inmediatamente lavadas con agua fria para interrumpir la
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degradacion bacteriana. Cada bolsa se enjuagd con agua corriente hasta que dicha
agua de lavado fuera cristalina, con el objeto de quitar todo el fluido ruminal y las
particulas remanentes que hubieran quedado adheridas a la superficie.
Posteriormente, las bolsas fueron secadas en estufa a 57 °C durante 48 h hasta
obtener un peso constante. El residuo de incubacién se pesé y se analizaron los
contenidos de ALM (AOAC, 1995) y PB (Horneck y Miller, 1998).

La desaparicion ruminal in situ (DR) fue expresada como el porcentaje de MS,

ALM o PB desaparecido, calculado como:

DR (%) = [(incubado (g) — residuo (g))/ incubado (g)] * 100

3.2.5.- Tratamientos y analisis estadisticos

Con el Experimento 1 se evalud el efecto de tres momentos de cosecha del
grano, definidos por los niveles de humedad (35, 25 y 14%), en dos hibridos
contrastantes en el contenido de taninos sobre la desaparicion in situ de la MS, PB y
ALM. Los tratamientos quedaron integrados por la combinacion de 4 factores: tres
niveles de humedad al momento de la cosecha (35, 25 y 14%), dos niveles de
humedad de incubacién del grano (material secado artificialmente: 0 %, y himedos),
dos tipos de granos que se diferencian en el nivel de taninos (alto: AT y bajo: BT) y
dos tiempos de incubacion (16 y 33 h de permanencia en rumen). El factor humedad
de incubacién se introduce para determinar si el efecto de la cosecha anticipada
ocasiona una estructura diferente del grano y modificaciones durante el ensilado, o se
debe a la presencia de agua per se en el grano. Cabe aclarar que los granos fueron
secados en estufa a 57 °C durante 48 horas hasta peso constante.

El andlisis estadistico de la desaparicién in situ de la MS, PB y el ALM se
realiz6 mediante un disefio en bloques completos al azar (DBCA) con un arreglo

factorial, utilizando el animal como factor de bloqueo y de acuerdo al siguiente modelo:

Yhikm = M + Hy +Pi+ I; + T + (HP)y + (HT)pe + (HD)p+ (P + (PT)ic + (IT)jk + (HPy;
(HPnic + (HIM)pj + (PIT) e + (HPInj+ A + Enijiam,
donde:

Yhim: Variable observada,

M: media general,

H: efecto de la h-ésima humedad de cosecha,
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P:: efecto del i-ésimo tipo de grano,

j; efecto de la j-ésima humedad de incubacion (materiales secados
artificialmente y humedos),

T efecto del k-ésimo tiempo de incubacion,

(HP),;: efecto de la interaccién entre la humedad de cosecha y el tipo de
grano;

(HT)n: efecto de la interacciéon entre la humedad de cosecha y el tiempo de
incubacion,

(HI)y: efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha y la humedad
de incubacion,

(P1)j: efecto de la interaccion entre el tipo de grano y la humedad de
incubacion anidad en la humedad de cosecha,

(PT): efecto de la interaccion entre el tipo de grano y el tiempo de
incubacion,

(IT)k: efecto de la interaccion entre la humedad de incubacion y el tiempo
de incubacion,

(HPI),;: efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha, el tipo de
grano y la humedad de incubacion,

(HP)i: efecto de la interaccién entre la humedad de cosecha, el tipo de
grano y el tiempo de incubacion,

(HIT)n: efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha, la humedad
de incubacién y el tiempo de incubacion,

(PIT): efecto de la interaccion entre el tipo de grano, la humedad de
incubacién y el tiempo de incubacion,

(HPIT)nj: efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha, el tipo de
grano, la humedad de incubacién y el tiempo de incubacion,

A: efecto del I-ésimo bloque (animal),

Ejm: €rror experimental.

Los parametros de calidad (DIVMS, PB, taninos, MO y ALM) se analizaron bajo
un disefio completamente aleatorizado (DCA) con un arreglo factorial por la
combinacién de tres humedades de cosecha y dos tipos de granos. El modelo

matematico empleado respondio a la siguiente ecuacion:
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Yik =M+ Hi+ P+ (HP); + €,
donde:
Yii: variable observada,
M: media general,
H;: efecto de la i-ésima humedad de cosecha,
P;: efecto del j-ésimo tipo de grano,
(HP);: efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha y el nivel de
taninos,

Ejk. error experimental.

El pH de los silajes y las concentraciones de N-NHs/NT fueron analizados bajo
el mismo modelo pero solo para los niveles de humedades de cosecha de 35 y 25%.

Con el desarrollo del Experimento 2 se evalué el efecto del proceso de ensilado
sobre el contenido de taninos y la desaparicion ruminal in situ de un grano cosechado
con alto contenido de humedad (35%). Los tratamientos evaluados fueron
conformados de acuerdo al tipo de almacenamiento: grano sometido al proceso de
ensilado luego de la cosecha (ensilado) y grano almacenado a -18°C luego de la
cosecha (no ensilado). Este Ultimo grano fue almacenado a -18°C para poder
mantenerlo con alto contenido de humedad (35%) sin que sufra algun proceso de
deterioro o putrefaccion hasta el momento de la incubacion.

En ambos experimentos, cuando alguna de las interacciones resultd
significativa, se fij06 uno de los factores y la misma fue analizada con la macro
GLIMMIX de SAS (2009).

La desaparicion in situ de la MS, PB y ALM se analizé con un DBCA utilizando

el animal como factor de bloqueo y segun el siguiente modelo:

Yhik = M+ En + T + A + €,
donde:
Yh: variable observada,
M: media general,
En: efecto del h-ésimo tipo de almacenamiento,
T;: efecto de la i-ésimo tiempo de incubacion,
(ET)ni: efecto de la interaccion entre el tipo de almacenamiento y el tiempo

de incubacion,
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A;: efecto del j-ésimo animal,

Enjk: €rror experimental.

La calidad de los granos ensilados y no ensilados (DIVMS, PB, taninos, MO y

ALM) se evaluaron con un DCA bajo el siguiente modelo:

Yhi= M+ Ep + €,
donde:
Yhi: variable observada,
M: media general,
E.: efecto del i-ésimo tipo de almacenamiento,

€ni: error experimental.

En los dos experimentos los andlisis se realizaron con el procedimiento GLM
(General Linear Models) de SAS (2009) y las medias se compararon con el test de
Tukey-Kramer. Se consideraron diferencias entre tratamientos estadisticamente
significativas, y no significativas cuando la probabilidad del error fue menor o mayor al

5%, respectivamente.

3.3.- Resultados y discusion.

3.3.1.- Experimento 1

Los pardmetros quimicos y la DIVMS de los granos utilizados en el
Experimento 1 se presentan en la Tabla 1. La interaccion entre la humedad al
momento de la cosecha y el tipo de grano (AT y BT) no fue significativa (P>0,05) para
la DIVMS vy los porcentajes de ALM, PB y MO, razén por la cual en la Tabla 1 se
presentan los valores promedios para ambos hibridos de sorgos.

La humedad de cosecha tuvo efecto sobre la DIVMS (P<0,05), aumentandola a
medida que los granos se cosecharon con mas humedad (Tabla 1). Los porcentajes
de ALM, PB y MO de los granos no fueron afectados por la humedad de cosecha y el
tipo de grano (P>0,05), siendo los valores promedios de 70,1, 8,8 y 97,5% para dichos
parametros respectivamente (Tabla 1). EI hecho que no hayan sido diferentes los
porcentajes de almiddn y proteina bruta entre las diferentes humedades de cosecha,

indicaria que los granos que se cosecharon con la mayor humedad (35%) ya habian
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alcanzado la madurez de fisiol6gica, momento en el cual se interrumpe el transporte
de sustancias de la planta hacia el grano habiéndose producido la maxima

acumulacién de materia seca en el mismo (Vanderlip; Reeves, 1972).

Tabla 1: Efectos de las humedades de cosecha sobre los parametros quimicos y
fermentativos de los granos

':gsrgiﬂgd(% D(';g';’l's ALM (%)* | PB (%)' | MO (%)* | pH* N"\({;'S{NT
35 744 a | 687a | 91la | 972 a | 416 | 438 a
25 676 b | 700a | 907a | 971 a | 420 | 237D
14 619 ¢ | 716a | 843a | 981 a | —m | -
Valor P 0,0003 | 027 0,09 0,17 0,31 0,03
EEM 1,28 1,20 0,35 0,39 0,28 0,34

! Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (P<0.05, Test Tukey-Kramer). E.E.M.: error estandar de la media

Respecto a los parametros fermentativos de los silajes, el pH de los mismos no
fue afectado por la humedad de cosecha (Tabla 1), ni por el tipo de grano, alcanzando
un valor promedio de 4,18 (4,44 y 3,93 para sorgos AT y BT, respectivamente). Riffel
(2007) tampoco hallo diferencias en los pH de granos hiumedos de sorgos alto y bajo
en taninos ensilados, siendo los valores obtenidos de 4,27 y 4,28 respectivamente.

En cambio, el N-NH3/NT fue modificado la humedad de cosecha (Tabla 1) y por
los niveles de taninos del grano (AT vs BT) de manera independiente, debido a que la
interaccion nivel de taninos x humedad de cosecha tampoco fue significativa (P>0,05).

En cuanto al efecto de la humedad de cosecha, a medida que aumenté la
misma, se produjo un incremento (P<0,05) en el % N-NH3/NT de los silajes, siendo los
valores alcanzados de 4,38 y 2,37 % para las humedades de 35 y 25%
respectivamente. Esto fue coincidente con los indicado por Baron et al. (1986) quienes
hallaron que a medida que el nivel de humedad del silaje se incrementa, aumenta la
tasa y extension de fermentacion y protedlisis en el grano ensilado.

Respecto al tipo de grano, el silaje BT present6 un porcentaje mayor de N-
NH3/NT (P<0,05, 4,49%) respecto al silaje AT (2,40%), debido a que la presencia de
taninos pudo haber protegido la proteina potencialmente degradable por las bacterias
durante el proceso de ensilado. Eso fue similar a lo hallado por Gongalves et al. (1999)
y Albrecht; Muck (1991), quienes indicaron que la reduccion del N-NH3 es una

consecuencia de la menor disponibilidad de la PB debido a la formacion del complejo
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proteina-tanino y a la inhibicion de las enzimas proteoliticas de la planta y/o las
bacterianas.

El tipo de grano tuvo efecto sobre la DIVMS (P<0,05), siendo independiente de
la humedad con la que se cosechd el grano (interaccién humedad de cosecha x tipo
de grano no significativa, P>0,05). El genotipo BT (P84G62) presenté una mayor
DIVMS respecto al AT (DA 49), siendo las digestibilidades promedios de 73,8 y 62,1%
respectivamente. Esto ha sido coincidente con varios trabajos donde se indica el
efecto de negativo de la presencia de taninos en el grano sobre la digestibilidad in vitro
del mismo (Saba et al., 1972, Schaffert et al., 1974, Hibberd et al., 1982a, Hibberd et
al., 1985, Streeter et al., 1990 a).

La concentracién de taninos en el grano estuvo influenciado por la humedad de
cosecha y el tipo de grano en forma conjunta, dado que la interaccion entre dichos
factores fue significativa (P<0,0001, Tabla 2). En el tratamiento BT no se hallaron
diferencias en la concentracion de taninos entre los diferentes momentos de cosechas
pero en el tratamiento AT las concentraciones de taninos en los granos ensilados (35 y

25%) fueron inferiores (P<0,05) a la del grano seco (14%).

Tabla 2: Concentracion de taninos en genotipos alto (AT) y bajo (BT) en diferentes
momentos de cosechas.

Humedad de AT! BT?
cosecha (%)
35 138,6 a 56,3 a
25 132,4 a 57,8 a
14 3750 b 69,6 a
Valor P 0,0001 0,85
EEM 11,2 8,21

“'mg eq. de &cido tanico/100 g de muestra, base materia seca (Método de Folin

Denis). Promedios con distintas letras difieren significativamente (p<0.05, Test Tukey-
Kramer). E.E.M.: error estandar de la media.

El menor contenido de taninos de los granos AT cosechados y ensilados con
alta humedad (35 y 25%, Tabla 2) posiblemente se deba a cambios o destruccion de
los taninos ante las condiciones de anaerobiosis. Mitaru et al. (1984a) reconstituyeron
con diferentes niveles de humedad tres hibridos de sorgos con altos contenidos de
taninos y los almacenaron bajo condiciones de anaerobiosis con el objeto de evaluar el

efecto del almacenamiento sobre tasa de desactivacidn de dichas sustancias. Los
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autores hallaron que la extractabilidad de los taninos en metanol disminuyé
significativamente a medida que transcurrian los dias; la disminucion de la
extractabilidad se considera como un indicador del aumento en la tasa de
desactivacion los mismos. Las mayores digestibilidades in vitro de los granos AT
ensilados respecto al grano sin ensilar (68,8, 62,5 y 55,1%, para 35, 25 y 14% de
humedad respectivamente) fue una respuesta a la disminucion en el contendido de
taninos obtenida.

Los niveles de taninos del sorgo BT no fueron modificados por la humedad de
cosecha y estuvieron muy por debajo del genotipo AT (Tabla 2). El proceso de
ensilado no tuvo efectos sobre la concentracion de los taninos, ya que no se hallaron
diferencias (P>0,05) entre los momentos de cosecha (14% vs. 25 y 35% de humedad)
y estuvieron muy por debajo del genotipo AT. Cummins (1971) cosechd plantas
enteras de un genotipo bajo en taninos, una sub-muestra fue ensilada y la otra secada
a 70 °C (no ensilada). Dicho autor no hall6 ninguna modificacion en el contenido de
taninos sobre la fraccion granos de ese genotipo. Mitaru et al. (1983) y Teeter et al.
(1986) reconstituyeron granos de sorgo con alto y bajo contenido de taninos y no
hallaron efectos, por el agregado de agua y posterior almacenamiento en
anaerobiosis, sobre el contenido de taninos extractables en los genotipos con bajo
contenido de taninos.

El método Folin-Denis para determinar taninos, es un método colorimétrico que
cuantifica los grupos fendlicos totales, y se basa en reacciones de Oxido reduccién
entre los compuestos fendlicos e iones metalicos (Schofield et al., 2001). Si bien este
protocolo no discrimina taninos condensados de otros compuestos fendélicos (acidos
fendlicos o flavonoides), puede ser usado en sorgo ya que este grano posee en su
composicion quimica solo pequefias cantidades de otros compuestos fendlicos que no
son taninos (Hahn et al., 1984, Magalhdes et al., 1997). Dichos compuestos pueden
dar reacciones positivas con los reactivos (mezcla de &cido fosfotingstico y acido
fosfomolibdico o reactivo de Folin Denis) a pesar de no ser taninos. Posiblemente la
mayoria de los polifenoles hallados en el grano BT no sean taninos, y estos ultimos se
hallen en muy baja concentracion. Esto Ultimo ocasionaria que no se alcance a
detectar la posible modificacion, si ocurriera, en la cantidad de taninos condensados
luego de ser sometidos al proceso de ensilado.

La desaparicion in situ de los sorgos evaluados en el Experimento 1 estuvo
influenciada por el tiempo de incubacion del material en el rumen (P<0,05), pero no

interacciond (P>0,05) con ninguno de los otros factores, por esa razon los valores que
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se presentan a continuacién son el promedio de los dos tiempos de incubacion. Como
era de esperar, el material que permanecié mas tiempo en el rumen fue el que mas se
degradd, siendo los porcentajes de desaparicién promedio de la MS de 43,1 y 59,5%
para las 16 y 33 horas de permanencia en rumen, respectivamente. El pH y la
concentracion de nitrdgeno amoniacal promedio en el liquido ruminal fueron de 6,23 +
0,13y 27,9 £ 9,1 mg/d|, indicando que fue éptimo el ambiente ruminal bajo el cual se
desarrollaron las incubaciones.

El nivel de taninos y la humedad de cosecha, influyeron (P<0,05) sobre la
desaparicion in situ de los granos. Dichos efectos fueron independientes, debido a que
las interacciones entre los mismos y con los otros factores no fueron significativas
(P>0.05). En la figura 4 se muestra la disminucién de la desaparicién ruminal de la
materia seca (MS), proteina bruta (PB) y almidén (ALM) a debida a la presencia de
taninos en los granos de los dos genotipos evaluados. Comparando el genotipo AT vs
BT, el primero tuvo un 34, 40 y 25% menos de desaparicion respecto al BT en la
fracciones MS, PB y ALM, respectivamente. Resultados similares fueron obtenidos por
otros autores mediante la aplicacion de técnica de evaluacion in vitro (Schaffert et al.,
1974, Streeter et al., 1990 a, Riffel, 2007) en in situ (Montiel, 2003). Schaffert et al.
(1974) incubaron genotipos de sorgos con alto y bajo contenido de taninos durante 48
horas y encontraron una desaparicion de la materia seca del 46,4 y 72,5%,
respectivamente. Diferencias promedio de 13, 38 y 24,5% han sido halladas en las
degradabilidades in situ de la materia seca, proteina bruta y almidon respectivamente
entre sorgos bajos y altos en taninos (Montiel, 2003). Evaluando la correlacién entre
caracteristicas quimicas del grano y la desaparicion in situ, Montiel et al. (2011)
hallaron que el 72% de la variacion en la desaparicion de los granos de diferentes
hibridos estuvo atribuida al contenido de taninos. Harris et al. (1970) y O Brian (1999)
hallaron altas correlaciones negativas entre la concentracion de taninos y la digestion
in vitro (r=-0,90 y -0,92 respectivamente). Si bien, en el presente ensayo se utilizaron
solo dos hibridos, ante los antecedentes indicados anteriormente, se podria inferir que
las diferencias en desaparicion entre los dos tipos evaluados se deban en gran medida

al contenido de taninos y no a otros factores.



40

80

Hi

70

P< 0,0001 P< 0,0001 P< 0,0001

H

H

60

T
=

50

H

40

i

30

20

Desaparicion in situ (%)

10

MS PB ALM

OAT OBT

Figura 4: Desaparicion in situ de silajes de granos de sorgos con alto (AT) y bajo
(BT) contenido de taninos (promedio de las tres humedades de cosecha).

En la figura 5 se muestra la disminucion de la desaparicion ruminal de la
materia seca (MS), proteina bruta (PB) y almidén (ALM) a medida que disminuye la
humedad de cosecha. Las maximas desapariciones se alcanzaron cuando los granos
fueron cosechados y ensilados con 35% de humedad.

Una vez que se alcanza la madurez fisioldgica, a medida que se adelanta el
momento de cosecha, se obtiene un grano con mayor contenido de humedad, que
debe ser ensilado o bien secado artificialmente para que no se deteriore y pierda
calidad. El ensilado del grano himedo incrementa la degradabilidad de la materia seca
y del almidon (Galyean et al.,, 1981, Baron et al.,, 1986), aunque no esta bien
cuantificado cuanto se debe al efecto de la humedad y cuanto al proceso de ensilado
en si (Baron et al., 1986).

Las mejoras halladas en términos de degradabilidad a favor del grano himedo
de sorgo (35 y 25%) respecto al procesado seco (14% de humedad y molido), parecen
estar asociadas con alteraciones en la estructura. En relacion a esto, Ware et al.
(1977) reportaron que durante el proceso de ensilado del grano ocurren cambios
referidos a un aumento en las fracciones de proteina y carbohidratos solubles, lo que
provoca un aumento en la disponibilidad de nitrgeno y energia para los

microorganismos ruminales. Por su parte, Hale (1973), indica que la ruptura de la
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matriz proteica alrededor de los granulos de almidén es indispensable para mejorar la

digestion del mismo.
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Figura 5: Desaparicion in situ de silajes de granos de sorgo cosechados y ensilados
con diferentes humedades (promedio del ambos hibridos, AT y BT).

Letras diferentes dentro de una misma fraccion (MS, PB, ALM) indican diferencias
estadisticamente significativas entre las humedades de cosecha (p<0,05, Tukey-Kramer).

Sullins et al. (1971) concluyeron que durante la reconstitucién del grano
ocurren una serie de procesos que llegan a la interrupcién de la continuidad de la
matriz proteica, causando una liberacién de granulos de almidén y cuerpos proteicos.
Ademas, la modificacion en la estructura del endosperma periférico durante la
reconstitucion del grano de sorgo tiene un alto impacto, ya que es un area
extremadamente dura y que no se rompe con el molido (Sullins et al., 1971). McNeill et
al. (1975) indicé que el principal factor que afecta la eficiencia de utilizacion del
almidoén en el grano de sorgo es el cambio sobre la solubilidad o integridad de la matriz
proteica que encapsula los granulos de almidén, dado por el efecto que produce el
procesamiento. A través del microscopio electrénico de barrido se puedo observar
gue el molido de los granos secos expone el interior de las células del endosperma al
atague enzimatico, pero lo granulos de almidén permanecen embebidos dentro de la
matriz proteica (Sullins y Rooney, 1971; McAllister et al., 1993). Posiblemente, en el
grano de sorgo cosechado con alto contenido de humedad, la matriz proteica que

rodea los granulos de almidén sea discontinua y no tan densa, lo cual permite una
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mayor penetracion de las bacterias ruminales. Esto explicaria la mejora en la DIVMS y
la desaparicion in situ hallada en los granos ensilados (35 y 25%) vs. el grano seco
(14%) (Tabla 2 y grafico 1). Ademas, otro motivo de la mejora en la desaparicién in situ
de los AT granos ensilados es la diferencia en el contenido de taninos que se hallaron
respecto al grano sin ensilar (14% de humedad), siendo dicha diferencia en promedio
del 63,8% (Tabla 2).

La humedad con que se cosecha y ensila el grano también tiene influencia
sobre la desaparicién a nivel ruminal de la MS, PB y ALM (35 vs. 25%, Figura 2). La
cantidad de nitr6geno soluble (como porcentaje del nitrégeno total) se incrementa
durante el proceso de ensilado, y este hecho cobra mayor importancia a medida que
aumenta la humedad del grano debido a que se incrementa el proceso de protedlisis
(Baron et al., 1986). Los sorgos ensilados con 35% de humedad produjeron un 39%
mas de N-NHs/NT respecto a los ensilados con 25 % de humedad, lo cual demuestra
una mayor proteolisis en los primeros. Esto ocasionaria una disminucién en la aptitud
de proteccion de la matriz proteica, y por lo tanto un incremento en la degradabilidad
del almidon en los granos cosechados con 35% de humedad (Figura 2). Similar
tendencia se present6 sobre la DIVMS de los silajes (Cuadro 1). Estos datos fueron
coincidentes con los informados por Neuhaus y Totusek (1971) quienes evaluaron los
efectos de las humedades de cosecha en interaccibn con la temperatura de
almacenamiento, y hallaron las mejores digestibilidades in vitro en los granos
cosechados con 35% de humedad.

Cuando se analizé el efecto de la humedad de incubacion, la misma no
presentd interaccion con ninguno de los factores analizados. La humedad de
incubacién no influy6é (P>0,05) sobre la desaparicion del grano ya que no se hallaron

diferencias entre el grano hiumedo y el secado artificialmente (Figura 6).
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Figura 6: Desaparicion in situ de silajes de granos de sorgos himedos o secados

artificialmente (seco).

Estos resultados indican que la degradabilidad no estaria afectada por el
contenido de agua per se, sino por el estado de madurez del grano que pasa desde la
madurez fisiolégica a la de cosecha. La mejora en la digestion se deberia a que
cuando el grano se cosecha temprano la matriz proteica no se encontraria
completamente formada y solidificada (Sullins et al., 1971, Hale, 1973) como
sucederia con el grano que alcanzé la humedad de cosecha (14%). La discontinuidad
en la matriz proteica permite que los granulos de almidén puedan ser separados de la
misma y de las paredes celulares durante el molido o la masticacién. Estos resultados
fueron coincidentes con lo hallado por Neuhaus y Totusek (1971) sobre granos de
sorgo reconstituidos. Dichos autores hallaron que secar el grano luego de la
reconstitucion no tiene ningun efecto sobre la mejora en la digestibilidad ganada
previamente por la reconstitucion. En el grano de maiz, Parra (2004), obtuvo similares
curvas de produccién de gas in vitro en materiales incubados tal cual (con las
humedades de cosecha correspondientes, 20, 26 y 32%) y esos mismos materiales
secados artificialmente. Ademas, la humedad de cosecha podria influye sobre la
degradabilidad probablemente a través de los cambios que se generan durante el
proceso de ensilado. Durante dicho proceso se produce una solubilizacion parcial de la

matriz proteica a causa de la protedlisis que se produce en el mismo (Philippeau y
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Michalet-Doreau, 1998), dejando de esta manera mas expuestos los granulos de

almidon.
3.3.2.- Experimento 2
En la Tabla 3 se muestran los parametros quimicos y fermentativos de los granos
del genotipo AT correspondientes al Experimento 2 que fueron sometidos o no al

proceso de ensilado.

Tabla 3: Pardmetros quimicos y fermentativos del grano alto tanino ensilado y no

ensilado.
DIVMS Taninos® PB ALM MO N-NH3/NT | pH
(%) (%) (%) (%) (%)
Ensilado 69,8 155,6 8,03 68,2 96,0 2,72 4,47
No ensilado 440 368,2 7,6 64,8 96,8 -- --
Valor P 0,0014 <0,0001 | 0,3129 | 0,4448 | 0,3440
E.E.M. 1,95 4,76 0,26 2,92 0,53

“'mg eq. de &cido tanico/100 g de muestra, base materia seca (Método de Folin
Denis). E.E.M.: error estandar de la media.

Los granos que fueron ensilados presentaron un significativo aumento en la
DIVMS la cual fue 25,8 unidades porcentuales mayores, pero no se modificaron los
porcentajes de PB, ALM y MO (Tabla 4). Esto estuvo acompafiado por una notable
disminucion en la cantidad de taninos extractables, la cual se redujo en
aproximadamente un 58% con el proceso de ensilado (Tabla 3). Los niveles de taninos
condensados decrecieron luego del proceso fermentativo, y dicha tendencia también
fueron observada por varios autores (Cummins, 1971; Mitaru et al.,, 1984 a y b;
Osman, 2004). Dichos autores observaron una disminucion en la concentracién de
taninos con mejoras en la calidad nutricional de los granos. Cummins (1971) observo
reducciones mayores al 50% en las concentraciones de taninos, similares a la hallada
en este trabajo, y aumentos de un 30% en los coeficientes de digestibilidad in vitro de
la materia seca de la fraccién grano de los silajes comparado con el tratamiento sin
ensilar. Myer et al. (1986) hallaron que el almacenamiento con alta humedad (24 y
26%) redujo el contenido de taninos analizables en un 27 a 30% y aumento la
digestibilidad de la PB en cerdos. Por su parte, Osman (2004) observé una reduccién

de los taninos entre un 15 a 30% en la concentracion de los taninos en granos de




45

sorgo luego de la fermentacién. Goncalves et al. (citados por Rodriguez et al., 1999)
obtuvieron con el ensilado una significativa disminucion en el contenido de taninos en
cuatro hibridos de sorgo, la cual fue mas acentuada en los sorgos con mayor
contenido.

La desaparicion in situ de todas las fracciones estuvo influenciada por el tiempo
de incubacion en rumen, pero no interacciono con el tipo de almacenamiento (P>0,05).
Como era de esperar, los granos que permanecieron 33 horas en el rumen tuvieron
una mayor desaparicion de la MS, PB y ALM respecto a aquellos que solo estuvieron
16 hs (P<0,05).

El proceso de ensilado también tuvo un efecto positivo sobre la desaparicion in
situ de la MS, PB y ALM del silaje de grano hiumedo alto tanino respecto al grano
almacenado sin ensilar (Figura 7).
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Figura 7: Desaparicion in situ de granos de un genotipo alto tanino ensilado y no
ensilado.

Las comparaciones se realizaron dentro de una misma fraccion (MS, PB y ALM, Test de
Tukey-Kramer).

La fraccién proteica del grano fue la mas favorecida en el aumento en la
desaparicion in situ luego del proceso de ensilado del grano, incrementandose la

misma en un 47% respecto al grano no ensilado. Esto indica el fuerte efecto negativo
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que ejercen los taninos al unirse a la proteinas, formando los complejos proteina-
tanino resistentes al ataque bacteriano lo cual provoca una disminucion de la
degradabilidad ruminal (Herrera-Saldana et al., 1990, Duodu et al.,, 2003, Montiel,
2003). La desaparicion in situ de la MS y el ALM aumentaron luego del proceso
fermentativo en un 10 y 15% respectivamente (Figura 7).

El aumento en la desaparicion ruminal del grano luego de ser sometido a un
proceso fermentativo esta relacionado con la disminucién en el contenido de taninos.
Dicha reduccion puede deberse a una inactivacion de los taninos debido al bajo pHy a
las condiciones de anaerobiosis usualmente presentes en los silajes (McSweeney et
al.,, 1999). A pesar de que varios autores concuerdan sobre el efecto positivo de la
fermentacion, producto del almacenamiento con humedad en anaerobiosis, logrado
con el ensilado de la planta entera (Cummins, 1971, Rodriguez et al., 1999, Oliveira et
al., 2009) o reconstituyendo el grano (Reichert et al., 1980, Mitaru et al., 1984 a, b),
aun no son claros cuales son los mecanismos por los cuales se produce la reduccion
del nivel de taninos.

La desactivacion de los taninos durante el ensilado del grano probablemente se
deba a que los mismos se polimericen a mayores oligdmeros los cuales son insolubles
en metanol, o a que dichas sustancias se unan a las proteinas o a otros
constituyentes del grano disminuyendo de esa manera su extractabilidad (Mitaru et al.,
1984a). En esta tesis el almacenamiento anaerdbico aumentod la desaparicion de la
fraccion proteica y almidonosa del grano (Figura 3), por lo cual es improbable que los
taninos se hayan unido a las proteinas u otros constituyentes del grano durante el
almacenamiento. La mayoria de la publicaciones apoyan la teoria que indican Reichert
et al. (1980), quienes propusieron que el mecanismo que ocurriria, durante el
almacenamiento anaerdbico y bajo condiciones de acidez, es la polimerizaciéon de los
taninos a oligdbmeros mayores los cuales se vuelven insolubles y pierden su habilidad
para unirse a las proteinas. Dicho mecanismo seria similar a las reacciones de
polimerizacion natural que tienen lugar en el grano mientras se va desarrollando y a
medida que se aproxima la madurez fisiolégica (Price et al., 1979, Davis y Hoseney,
1979b; Reichert et al., 1980). Esto explicaria la menor cantidad de taninos que se
extraen luego de ser ensilados los granos (Tabla 3) y la mejora en la DIVMS (Tabla 3)
y la desaparicion ruminal (Figura 7). La capacidad de los taninos de unirse a las
proteinas se incrementa con el tamafio del polimero del tanino y alcanza el maximo
cuando el polimero esta compuesto por entre 3 a 10 monémeros (Butler et al., 1984;

Goldstein y Swain, 1963, citados por Mitaru et al., 1984 a). Los taninos altamente
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polimerizados (> a 10 mondémeros de flavan) podrian ser insolubles y tener pocos
sitios reactivos, o ser tan largos que no alcanzaria a ensamblar en la orientacion de la
proteina y formar las uniones (Joslyn y Goldsterin, 1964, citados por Mitaru et al., 1984
a).

El efecto positivo de la anaerobiosis sobre la disminucién en los taninos ha sido
observado también en hojas de roble (Makkar y Singh, 1993). Dichos autores
almacenaron en un ambiente anaerdbico las hojas de roble y observaron que, a
medida que transcurrian los dias, los polifenoles totales y los taninos condensados
fueron disminuyendo, y aumenté aproximadamente dos veces el grado relativo de
polimerizacion de los mismos. Esto indica que los taninos condensados de hojas de
roble se polimerizaron a mayores oligdmeros (Makkar y Singh, 1993) de manera
similar a lo indicando para los taninos del sorgo. Por su parte, Ben Salem et al. 2005a,
proponen que el ensilado de especies de arbustos con taninos seria una buena
técnica para mejorar su valor nutritivo.

Por otro lado, hay autores que infieren que la reduccion en el nivel de taninos
probablemente se deba a la degradacién de los taninos a polifenoles de bajo peso
molecular producto de la actividad microbiana durante la fermentacién (Kondo et al.,
2004). Cabe aclarar que dichos autores trabajaron con taninos presentes en hojas de
té verde. Por su parte, Oliveira et al. (2009) proponen esta teoria para explicar la
disminucion en el contenido de taninos que obtuvieron ensilando plantas enteras de un
genotipo de sorgo alto en taninos.

Lo anteriormente citado indica que aun no son claros cuales son los cambios
en la estructura y la reactividad de los taninos que provocan una disminucién en la
cantidad de taninos extractables luego de un proceso fermentativo. Si bien los trabajos
citados coinciden en la evaluacion de taninos del tipo condensados, posiblemente no
sea constante el patron de comportamiento de los taninos cuando proceden de
diferentes especies. Por esa razon, dichos cambios deberian ser mas profundamente

estudiados.

3.4.- Conclusiones

La cosecha anticipada y el posterior ensilado del grano de sorgo fue un método
efectivo para aumentar la digestibilidad in vitro y la desaparicion in situ de la MS, la PB
y el ALM. Dichas respuestas estuvieron influenciadas por la humedad de cosecha,

obteniéndose respuestas positivas en ambos granos ante el aumento de la humedad
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de manera similar en los genotipos alto y bajo en taninos. El proceso de ensilado en el
genotipo alto en taninos disminuyé la concentracién de dichas sustancias y mejord la
desaparicion en el rumen de la MS, la PB y el almidén del grano. Dicho proceso
fermentativo seria una técnica de bajo costo que permite aumentar la calidad
nutricional del grano debido a la reduccion de los efectos antinutricionales asociados

con los taninos.
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4. Capitulo 2:

DESAPARICION RUMINAL DE UN GRANO DE SORGO ALTO EN TANINOS
TRATADO CON POLIETILENGLICOL 4000 O UREA.
EFECTOS DE LAS DOSIS, CONTENIDO DE HUMEDAD Y ANAEROBIOSIS.
Experimentos 3,4y 5

4.1.- Introduccién

Los taninos condensados presentes en el grano de sorgo tienen efectos
negativos sobre la digestibilidad del mismo, afectando principalmente la fraccion
proteica (Duodu et al., 2003) y por consiguiente del almidén encapsulado dentro de la
matriz proteica. Dichas sustancias tienen una gran cantidad de grupos fendlicos que
forman fuertes uniones puente hidrogeno en varios sitios de las proteinas (Hahn et
al.,1984), aunque también pueden acomplejarse con las mismas a través de uniones
hidrofébicas (Butler et al., 1984). La fuerza de unién del complejo proteina-tanino
depende de las caracteristicas tanto de los taninos como de las proteinas involucradas
(Silanikove et al. 2001). En general, las proteinas que se unen a los taninos son
relativamente grandes y de estructura abierta y flexible, permitiendo dichas
caracteristicas que se aumenten las oportunidades para formar las uniones
(Hagerman y Butler, 1981; Butler et al., 1984). Ademas, los taninos tienen una mayor
afinidad por las proteinas ricas en prolinas, aminoacido caracteristico de una de las
principales proteinas constituyente del grano de sorgo (kafirinas o prolaminas),
alterando su solubilidad y digestibilidad (Taylor et al., 2007).

Los resultados del capitulo anterior muestran que el proceso de ensilado del
grano alto en taninos genera una disminucion en el contenido de dichas sustancias y
una mejora en la degradabilidad del mismo. Otra técnica podria ser la utilizacion de
sustancias que no tengan efectos nocivos para el animal, pero que aplicadas al grano
disminuyan el efecto detrimental de los taninos, tales como el polietilenglicol 4000
(PEG-4000) y la urea.

El PEG-4000 es un detergente no idnico que se comporta como una molécula
inerte para el animal ya que no se absorbe en el tracto digestivo, pero presenta la
particularidad de tener alta afinidad por los taninos formando complejos insolubles que
se mantienen estables en todo el tracto (Silanikove et al., 1996a). Dicha sustancia no

solo previene que se forme el complejo proteina-tanino, sino que ademas puede
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desplazar a la proteina del complejo cuando ya esta preformado (Barry y Manley,
1986). De esta manera actua neutralizando los efectos negativos de los taninos sobre
la fermentabilidad ruminal y resulta en un incremento en la produccion de gas in vitro
(Makkar et al., 1995a, Getachew et al., 2000, Cabral Filho et al., 2005). Esta sustancia
ha sido exitosamente probada en arbustos con alto contenido de taninos (Silanikove et
al., 1996 a y b, Howard et al., 2002, Ben Salem et al., 2005) y en granos de sorgo
cosechados con 14% de humedad (Ford y Hewitt, 1979 a y b, Cabral Filho et al., 2005,
Reina et al., 2007), pero se desconoce cual seria su efecto si se lo aplica previamente
al almacenamiento en anaerobiosis en un grano cosechado con alto contenido de
humedad.

La urea demostro ser efectiva en conservar bajo condiciones de aerobiosis el
grano cosechado con alto contenido de humedad en un medio alcalino (Russell et al.,
1988). Ademas la aplicacién de urea en sorgos con alto contenido de taninos produce
una notable disminucién de dichas sustancias. Russell y Lolley (1989) indicaron que el
tratamiento con distintos niveles de urea (2, 3 y 4% de urea en base a la materia seca)
en sorgos cosechados con 12% de humedad, posteriormente reconstituidos a
diferentes niveles de humedad (26, 30 y 34%) y almacenados en aerobiosis, produjo
una rapida inactivacién de los taninos, desapareciendo casi en su totalidad a los 21
dias post-tratamiento. Esto indicaria que el tratamiento con urea reduce el contenido
de taninos, y a través de esto, se podria mejorar la digestién del grano de sorgo,
desconociéndose su comportamiento cuando dicho grano se conserva luego bajo
condiciones de anaerobiosis, y a su vez comparado con el PEG-4000.

Con los siguientes experimentos se pretende evaluar el efecto de la utilizacion
de diferentes dosis de PEG-4000 o urea sobre la desaparicion in situ de granos de
sorgo con alto contenido de taninos cosechados con dos niveles de humedad y
almacenados bajo condiciones de anaerobiosis, asi como también posibles

interacciones entre tratamientos quimicos y contenidos de humedad.

4.2.- Materiales y métodos

El material AT utilizado para estos tres experimentos fue el genotipo DA 49
(Dekalb®). Dicho hibrido fue sembrado en diferentes afos, 2005 para el experimento 3
y 2006 para los experimentos 4 y 5. La confeccién de los silajes y la desaparicion in
situ de la materia seca (MS), la proteina bruta (PB) y el almidén (ALM) se realizé y

evaluod de la misma manera que se detallo el capitulo anterior (Experimentos 1y 2).
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El experimento 3 fue conducido para establecer los efectos de la utilizacion de
PEG-4000 o urea aplicados en diferentes dosis. Para ello el grano se cosechd con
35% de humedad y previo al ensilado fue tratado con una u otra sustancia en
diferentes dosis. Las dosis de PEG-4000 fueron: 0, 0,1 y 1 g/g de PB del grano y las
de urea de: 0, 2 y 4% en base a la materia seca del grano. Ambas sustancias fueron
aplicadas tal cual, sin disolucién previa, y homogeneizadas con el grano. De cada uno
de las combinaciones dosis y sustancias se confeccionaron tres microsilos
(repeticiones), obteniéndose en total 18 microsilos. Previo al momento de la cosecha
se determiné el % PB, dato necesario para realizar la dosificacion del PEG-4000 en
todos los experimentos.

Los parametros de calidad de los silajes (DIVMS, taninos, PB, ALM, MO,
NHs/NT y pH) fueron analizados con un disefio completamente aleatorizado (DCA) con

las dosis anidadas dentro de cada sustancia de acuerdo al siguiente modelo:

Yik =M+ Si+ Dy + €,
donde:
Yik: variable observada,
M: media general,
S;: efecto de i-ésima sustancia,
Dy efecto de la j-ésima dosis anidada dentro de la i-ésima sustancia,

Ejk. error experimental.

El andlisis estadistico de la desaparicion in situ de la MS, PB y el ALM se
realiz6 mediante un disefio en blogues completos al azar (DBCA) con un arreglo
factorial, utilizando el animal como bloque (repeticién). Los tratamientos se generaron
por la combinacion de dos sustancias, tres dosis anidadas dentro de cada sustancia y

dos tiempos de incubacién (16 y 33 hs), siendo analizados con el siguiente modelo:

Yim = M + Si+ Djgy + T + (ST)ic + (DTjix + Ai + Ejiams
donde:
Yim: Variable observada,
M: media general,
S;: efecto de i-ésima sustancia,
Dy efecto de la j-ésima dosis anidada dentro de la i-ésima sustancia,

T efecto del k-ésimo tiempo de incubacién,
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(ST)i: efecto de la interaccion entre la sustancia y el tiempo de incubacion;
(DT)pk: efecto de la interaccion entre la dosis anidada dentro de cada
sustancia y el tiempo de incubacién,

A: efecto del I-ésimo bloque (animal),

Ejm: €rror experimental.

Posteriormente, en el Experimento 4, ademas del efecto del tratamiento con
PEG-4000 y urea en similares dosis a las planteadas anteriormente (Experimento 3),
se pretendio evaluar una posible interaccion con la humedad de cosecha. Para ello, el
grano fue cosechado en dos momentos determinados por la humedad del mismo, es
decir cuando alcanzaron 35 y 25% de humedad, tratado de manera similar al
Experimento 3, y posteriormente almacenado en anaerobiosis para una correcta
conservacion.

Los pardmetros de calidad de los silajes (DIVMS, taninos, PB, ALM, MO,
NH3/NT y pH) previo a la incubacién en el rumen se analizaron bajo un DCA con
arreglo factorial, combinando sustancias, dosis anidadas dentro de cada sustancia y la

humedad de cosecha. El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yig = M + Si+ Djg + He + (SH)i + (DH)jk + €,
donde:
Yi: variable observada,
M: media general,
S;: efecto de i-ésima sustancia,
Dj): efecto de la j-ésima dosis anidada dentro de la i-€sima sustancia,
Hy: efecto de la k-ésima humedad de cosecha,
(SH)i: efecto de la interaccion entre la sustancia y la humedad de cosecha;
(DH);p«: efecto de la interaccion entre la dosis anidada dentro de cada
sustancia y humedad de cosecha,

Ej: error experimental.

Los resultados de la desaparicion ruminal (incubacioén in situ) de la MS, PB y
ALM fueron analizados en un DBCA con un arreglo factorial producto de la
combinacién de dos contenidos de humedad del grano (35 y 25%), dos sustancias
(PEG-4000 y urea), tres niveles de dosis anidadas dentro de las sustancias y dos

tiempos de incubacion. El modelo general aplicado fue el siguiente:



53

Yhikm = M + Hy +Si+ Digy + Tx + (HS)n + (HD) njy + (HT) mk + (ST + (DT +
(HST)nic + (HDT) njge + Ai + Enjiam,
donde:
Yhim: Variable observada,
M: media general,
Hy: efecto de la h-ésima humedad de cosecha,
S;: efecto de i-ésima sustancia,
Dj;): efecto de la j-eésima dosis anidada dentro de la i-€sima sustancia,
T, efecto del k-ésimo tiempo de incubacion,
(HS)y:: efecto de la interaccién entre la humedad de cosecha y la sustancia;
(HD) yj): efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha y la dosis
anidada dentro de cada sustancia,
(HT) . efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha y el tiempo
de incubacion,
(ST efecto de la interaccidn entre la sustancia y el tiempo de incubacién;
(DT)jix: efecto de la interaccion entre la dosis anidada dentro de cada
sustancia y el tiempo de incubacién,
(HST): efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha, la
sustancia y el tiempo de incubacion;
(HDT) njg: efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha, la dosis
anidada dentro de cada sustancia y el tiempo de incubacion;
A: efecto del I-ésimo bloque (animal),

Ejm: €rror experimental.

En el Experimento 5 se evalué el efecto del tipo de almacenamiento
(anaerobiosis y aerobiosis) en forma conjunta con dos niveles de humedad de cosecha
y el agregado o no de PEG-4000. Para ello, el grano fue cosechado en dos momento
diferentes, con 35 y 25% de humedad (obtenidas en forma natural), parte del mismo
se traté con 1 g de PEG-4000/ g PB del grano y la otra no (0 g PEG-4000/g PB del
grano: testigo). Posteriormente, una parte de este material fue conservado en
anaerobiosis y la otra almacenada en aerobiosis. Para evitar el deterioro del grano
almacenado en aerobiosis con alto contenido de humedad, el mismo se colocé a -

18°C. De esta manera quedaron conformados 8 tratamientos producto de la
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combinacién de las dos humedades de cosecha (35 y 25%), la aplicacion o no del
PEG-4000 (tratado y testigo) y el tipo de almacenamiento (anaerobiosis y aerobiosis).

Los parametros de calidad (DIVMS, PB, taninos, MO y ALM) se analizaron bajo
un DCA con un arreglo factorial por la combinacion de dos tipos de almacenamiento
(anaerobiosis y aerobiosis), el tratamiento con PEG-4000 (tratado y testigo) y dos
humedades de cosecha (35 y 25%). El modelo matematico empleado respondié a la

siguiente ecuacion:

Yi = M + Pi+ Dj + He + (PD); +(PH)y + (DH);k + (PDH) jic + €ijcis

donde:
Yi: variable observada,
M: media general,
P;: efecto del i-ésimo tipo de almacenamiento,
D;: efecto del j-ésimo tratamiento con PEG-4000,
Hy: efecto de la k-ésima humedad de cosecha,
(PD);: efecto de la interaccion entre el tipo de almacenamiento y el
tratamiento con PEG-4000,
(PH)y: efecto de la interaccion entre el tipo de almacenamiento y la
humedad de cosecha,
(DH)jk: efecto de la interaccion entre el tratamiento con PEG-4000 y la
humedad de cosecha,
(PDH) j: efecto de la interaccion entre el tipo de almacenamiento, el
tratamiento con PEG-4000 y la humedad de cosecha,

Eji: error experimental.

Cabe aclarar que unicamente sobre los materiales que fueron sometidos al
almacenamiento en anaerobiosis se determind %NH3/NT y el pH.

Los datos de desaparicion in situ de la MS, la PB y el ALM se analizaron con
un DBCA (utilizando el animal como bloque) con un arreglo factorial dado por la
combinacién de los factores humedad de cosecha, tipo de almacenamiento, el
tratamiento con PEG-4000, y el tiempo de incubacion y de acuerdo al siguiente modelo

general:

Yhikm = M + Hy +Pi+ D; + Ty + (HP)n + (HD) 1y + (HT) i + (PD) j + (PT)i +
(DT)jk + (HPThix+ (HDT) nx + (PDT) ik + (HPDT) hi + Ai + Enijkim,
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donde:
Yhim: Variable observada,
M: media general,
Hy: efecto de la h-ésima humedad de cosecha,
P:: efecto del i-ésimo tipo de almacenamiento,
D;: efecto del j-ésimo tratamiento con PEG-4000,
T efecto del k-ésimo tiempo de incubacién,
(HP)yi: efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha y el tipo de
almacenamiento;
(HD) y: efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha y el
tratamiento con PEG-4000,
(HT) n: efecto de la interaccién entre la humedad de cosecha y el tiempo
de incubacién,
(PD) j: efecto de la interaccion entre el tipo de almacenamiento y el
tratamiento con PEG-4000,
(PT): efecto de la interaccion entre el tipo de almacenamiento y el tiempo
de incubacion,
(DT)jk: efecto de la interaccion entre el tratamiento con PEG-4000 y el
tiempo de incubacion,
(HPT)n«: efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha, el tipo de
almacenamiento y el tiempo de incubacion,
(HDT) nj: efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha, el
tratamiento con PEG-4000 y el tiempo de incubacion,
(PDT) j: efecto de la interaccion entre el tipo de almacenamiento, el
tratamiento con PEG-4000 y el tiempo de incubacion,
(HPDT) njx: efecto de la interaccion entre la humedad de cosecha, el tipo de
almacenamiento, el tratamiento con PEG-4000 y el tiempo de incubacion.
A efecto del I-ésimo bloque (animal),

Ejm: €rror experimental.

En los tres experimentos los andlisis se realizaron con el procedimiento GLM
(General Linear Models) de SAS (2009) y las medias se compararon con el test de
Tukey-Kramer. Se consideraron diferencias entre tratamientos estadisticamente
significativas, y no significativas cuando la probabilidad del error fue menor o mayor al

5%, respectivamente.
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4.3.- Resultados y discusién

4.3.1.- Experimento 3

El efecto del agregado de PEG-4000 o urea sobre las caracteristicas
guimicas y fermentativas de los silajes a partir de los cuales se realiz6 la evaluacion in
situ se presenta en la Tabla 4. A nivel in vitro, el agregado de PEG-4000 incrementé la
DIVMS respecto a la urea (P<0,01). Por otra parte, los sorgos tratados con urea
presentaron una menor concentracion de taninos y mayores porcentajes de PB, N-
NH3/NT, y pH respecto a los tratados con PEG-4000 (P<0,05; Tabla 4).

Tabla 4: Efectos de las sustancias (PEG-4000 o urea) sobre los parametros
guimicos y fermentativos de los granos de sorgos con alto contenido de taninos
almacenados humedos en condiciones de anaerobiosis (promedio de las dosis).

N-NH3/NT
Sustancia | DIVMS(%) | Taninos® PB(%) ALM(%) | MO(%) (%) pH
PEG4000 69.0 187.8 8.2 62.0 97.5 3.92 441
Urea 59.6 82.1 11.3 61.2 97.7 19.31 6.90
Valor P 0.0078 <0.0001 | <0.0001 | 0.6095 | 0.4985 <0.0001 | <0.0001
E.E.M. 2.08 6.15 0.19 1.25 0.2 1.3 0.14

“'mg eq. de acido tanico/100 g de muestra, base materia seca (Método de Folin
Denis). E.E.M.: error estandar de la media

Las diferentes dosis aplicadas dentro de cada sustancia tuvieron efectos sobre
los parametros quimicos y fermentativos de los silajes. Las dosis de PEG-4000
modificaron la DIVMS vy la concentracion de taninos. A medida que aumento6 la dosis
aplicada de PEG-4000 hubo una mejora (P<0.05) en la DIVMS (58.4, 70.1 y 77.6%
para las dosis de 0, 0,1 y 1 g PEG-4000/g PB del grano respectivamente). De manera
contraria, en la medida que se incrementaron las dosis de PEG-4000 aumentaron
(P<0,05) los niveles de taninos en el grano cuantificados por el método de Folin Denis
(150.6, 185y 227.7 mg eq. acido tanico/100 g de muestra para las dosis de 0, 0,1y 1
g PEG-4000/g PB del grano respectivamente).

A pesar que existen evidencias que el agregado de PEG disminuye la
concentracion de taninos (polifenoles) en alimentos con alta concentracion de esta
sustancia (Ben Salem et al., 2005), dicha tendencia no se presentd en este ensayo. El
PEG es una sustancia que posee en su estructura quimica una cierta cantidad de

grupos oxidrilos similares que los polifenoles (Angenault, 1999), los cuales dan
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reacciones positivas con los reactivos del método Folin-Denis, lo que origina una
sobreestimacion en la lectura total de polifenoles. Por altimo, los porcentajes de ALM,
MO, PB y N-NH3/NT no fueron afectados (P>0,05) por el tratamiento con PEG-4000
en ninguna de las dosis evaluadas.

Cuando se analizaron los efectos de las dosis de urea aplicadas a los granos,
se hallé que los tratados con 2% de urea presentaron la mayor DIVMS (74.2%)
respecto a los no tratados (59.3%) y a los que se les aplic6 4% (58%) (P<0,05).
Ademas, el agregado de 2% y 4% de urea provoco una disminucion promedio del 68%
de la concentracién de taninos respecto al grano no tratado (48 vs 151 mg eq. acido
tanico/ 100g de muestra seca para tratados y testigo respectivamente). No se hallaron
diferencias (P>0.05) en las concentraciones de taninos de los granos tratados con 2 y
4% de urea (55.6 vs 39.8 eq. 4cido tanico/ 100g de muestra seca para 2 y 4% de urea
respectivamente). Si bien, aplicando 2 y 4% de urea se obtuvo una notable
disminucion en la concentracion de taninos, posiblemente la falta de respuesta del
grano tratado con 4% se deba a que, dicha dosis sea muy alta y resulte toxica para
las bacterias ruminales.

Las aplicaciones de urea también modificaron los porcentajes de PB y N-
NH3/NT, aumentandolos respecto al testigo, siendo los valores hallados de 7.7 y
3.9%, 13.2y 17.3%, 12.9 y 36.8% los valores de PB y N-NH3/NT para las dosis de 0,
2 y 4% de urea en base a la materia seca, respectivamente. La alta concentracion de
N-NH3/NT en los tratamientos con urea es producto de la hidrélisis de la dicha
sustancia ante la presencia de agua, por lo cual no se puede interpretar como un
parametro clasificatorio de la calidad de los silajes. El pH de los silajes también se vio
aumentado (P<0.05) con el agregado de urea produciendo una alcalinizacién del
material (4.4, 7.9 y 8.4 para las dosis de 0, 2 y 4% de urea en base a la materia seca,
respectivamente). La reconstitucién del grano de sorgo con niveles de urea entre 2 y
6% y posterior almacenamiento en aerobiosis, produjo un incremento del pH
alcanzando un valor promedio de 8,9 (Russell et al., 1988) producto de la conversion
de dicha sustancia a NH3, similar a lo hallado en esta tesis.

Ben Salem et al. (2005) demostraron que los complejos proteina-taninos se
rompen ante condiciones de acidez (pH<3.5) o de alcalinidad (pH>7.5). Una solucién
acuosa con urea ante condiciones de anaerobiosis libera amonio, produciendo una
alcalinizacion del medio (Ben Salem et al., 2005), lo cual desestabiliza los complejos
proteina-taninos. En el presente ensayo, los granos tratados con urea presentaron

valores de pH superiores a 7,5, limite a partir del cual se desestabiliza la union entre la
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proteina y el tanino. EIl efecto de la urea sobre la desactivacion de los taninos fue
presentando en sorgo (Russel y Lolley, 1989). Estos autores hallaron que, el
tratamiento de sorgo con soluciones de urea que contenian 2, 3y 4 g urea/100 ml de
agua disminuyeron los niveles de taninos en aproximadamente un 70% comparado
con el material no tratado, sin hallar diferencias entre las dosis de urea de manera
similar a lo ocurrido ente trabajo.

Respecto a la desaparicion in situ, en principio, se compararon los efectos del
PEG4000 o la urea. Debido el tiempo de incubacion no presenté ninguna interaccion
significativa (P>0,05) con ninguno de los factores, se muestran los datos promedios de
ambos tiempos de incubacién. En la figura 8 se puede observar que el tratamiento con
PEG-4000 present6 una mayor desaparicion in situ de la MS y el ALM, comparado
respecto a la urea (P<0,0001). No se hallaron diferencias entre las sustancias cuando
se evalu6 la desapariciéon de la fraccién proteica, y existié una tendencia a una mayor

desaparicion de los granos tratados con urea (P=0.1013, Figura 8).
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Figura 8: Efecto del agregado de PEG-4000 o urea sobre la desaparicion ruminal
del grano humedo de sorgo.

Las comparaciones se realizaron entre sustancias dentro de una misma fraccion
(MS, ALM y PB, Test Tukey-Kramer).

La tendencia a una mayor desaparicion de los granos tratados con urea sobre
la fraccion proteica pudo deberse a una sobre estimacion de la desaparicion de la

proteina. En los granos con urea se agrego mas PB de origen no proteico que es
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rapidamente disponible en rumen. Cuando se calcula la PB incubada inicialmente,
existe en el tratamiento con urea una porcion de la PB que es de origen no proteico,
aportada por la urea, la cual tiene una rapida disponibilidad en el rumen.

El efecto de las dosis en que fueron aplicadas ambas sustancias se muestra en
la Tabla 5. Se presentan los valores promedios de los dos tiempos de incubacion ya
que la interaccion tiempo de incubacion x dosis (sustancia) no fue significativa
(P>0.05).

Tabla 5: Desaparicion in situ de la MS, la PB y el ALM de los grano de sorgos
hdmedos tratados con diferentes dosis de PEG-4000 o urea y almacenados en
anaerobiosis.

DOSIS MS (%)* PB (%)* ALM (%)*
PEG-4000

0 61,55 b 50,39 b 75,59 b

0,1 61,76 b 55,38 b 76,35 b

1 71,13 a 62,13 a 87,09 a

Valor P <0,0001 <0,0001 <0,0001

EEM 1,32 1,64 1,47

UREA

0 53,92 b 52,37 b 48,96 b

2 60,27 a 64,08 a 53,11 a

4 52,76 b 58,92 ab 47,86 b

Valor P <0,0001 0,0004 0,0009

EEM 1,17 1,96 1,00

*Promedios con distintas letras difieren significativamente (p<0.05, Tukey-Kramer).
E.E.M.: error estandar de la media.

Dentro del tratamiento con PEG-4000 la mejor respuesta, en desaparicion in
situ, se obtuvo con la dosis de 1g/g PB del grano, siendo esta superior (P<0.05) a las
de 0.1 y 0 g/g de PB del grano. El agregado de 1g de PEG-4000/g de PB del grano
increment6 en 15,6, 23,3 y 15,2% la desaparicion ruminal de la MS, la PB y el ALM
respecto al grano no tratado (Tabla 5). La dosis de 2% de urea demostré un aumento
de la desaparicion respecto a los granos no tratados (0% urea), siendo superior en un
11.7, 22.3 y 8.4% para las fracciones MS, PB y ALM respectivamente (Tabla 5).

Las diferencias obtenidas en la desaparicion ruminal entre los granos tratados,

con PEG-4000 o urea, respecto al testigo, es una medida indirecta de la actividad de
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los taninos condensados y de su capacidad para reducir la fermentacion ruminal
(Makkar et al. 1995a, Hervaz et al.,, 2003). La reduccion de la digestibilidad de la
proteina es uno de los efectos mas conocidos y citados en la bibliografia (Harris et al.,
1970; Hibberd et al., 1985; Streeter et al., 1990 b; Duodu et al., 2003; Cabral Filho,
2004; Montiel et al., 2011).

La inactivacion de los taninos con el uso de PEG decrece la inhibicién
microbiana e incrementa las desaparicion de nutrientes (Makkar, 2003) tal como fue
observado en este trabajo. En granos de sorgo con alto contenido de taninos, Cabral
Filho et al. (2005) y Reina et al. (2007) hallaron un incremento en la produccién de gas
in vitro cuando agregaron PEG en el medio de fermentacion. La degradabilidad in situ
con bolsas de dacrén fue mejorada en hojas de plantas con alto contenido de taninos
tratadas con PEG-4000 (Silanikove et al., 1996a). EI PEG-4000 es un polimero
sintético por el cual los taninos presentan una mayor afinidad que por las proteinas,
formando asi complejos con taninos hidrolizables y condensados en un amplio rango
de pH (2-8.5) (Jones, 1965, Silanikove et al., 1996a). Dicho polimero tiene la
capacidad de formar enlaces puente hidrégeno con los OH fendlicos de los taninos
(Makkar et al., 1995a). De esta manera la proteina es liberada del complejo proteina-
tanino por una reaccién de intercambio con el PEG-4000 (Jones y Mangan, 1977). Al
tratar con PEG-4000 alimentos que no contienen taninos, no se hallan respuestas por
el agregado de esta sustancia, lo cual indica que este polimero actta disminuyendo el
efecto adverso de los taninos sobre la degradacion ruminal (Silanikove et al., 1996b).
La suplementacién con PEG, en dietas de animales que consumian alimentos con alto
contenido de taninos, mejoroé la digestibilidad de la materia seca y el aprovechamiento
del nitr6geno, lo que pone nuevamente en evidencia el efecto de los taninos sobre las
proteinas (Priolo et al., 2002).

Los tratamientos con alcalis han sido utilizados en el grano de sorgo para
reducir el contenido de taninos extractables y asi incrementar su valor nutritivo (Price
et al.,, 1979 y Waichungo y Holt, 1995). La reconstitucion del grano con sustancias
alcalinas incrementa la tasa de desactivacion de los taninos comparada con la
reconstitucion con agua sola (Price et al. 1979). La amonificacién causa un notable
incremento en la proteina digestible de granos de sorgo con alto contenido de taninos,
pero dicho efecto no fue significativo en sorgo que no presentaban taninos (Price et al.
1979), lo cual indica el efecto positivo de la urea sobre la disminucion de los taninos.
Los taninos cuando son almacenados bajo condiciones de alcalinidad pierden su

capacidad de unirse a las proteinas (Makkar y Becker, 1996). Dichos autores hallaron
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que la recuperacion de taninos con dos métodos de determinacién decrece con el
incremento del pH y esto estuvo acompafiado por una disminucién en la capacidad de
precipitacion de las proteinas (Makkar y Becker, 1996). Estos resultados sugieren que
el efecto de los &lcalis sobre los taninos conduce a la inactivacion de los mismos
convirtiéndolos en sustancias no reactivas (Waichungo y Holt, 1995). Bajo
condiciones de alcalinidad los grupos fenodlicos de los taninos se ionizan, lo cual
desestabilizan la unién con las proteinas (Hagerman y Butler, 1978; Kumar y Singh,
1984). Ademas, Makkar (2003) indic6 que la reduccion de los taninos mediante un
tratamiento con alcalis fue debido a la oxidacion de los grupos fendlicos ante
condiciones de altos pH y humedad. La desaparicion de los taninos cuando se tratan
los granos con urea puede ser atribuida a cambios en su solubilidad o en su
reactividad, debida a la alteracion del grupo activo de los taninos, lo cual ocasiona una
disminucion en la extraccion y actividad de los mismos (Salunke et al., 1989).

4.3.2.- Experimento 4

En el siguiente experimento se incluyd, ademas de las sustancias y las dosis
respectivas, el efecto de la humedad de cosecha de los granos. Debido a que la
interaccion humedad de cosecha x sustancia no fue significativa (P>0,05) para la
mayoria de los parametros quimicos y fermentativos, en la Tabla 6 se presentan los
efectos atribuidos a las sustancia sobre la calidad de los silajes. El andlisis de las
caracteristicas quimicas de los silajes indic6 que el tratamiento con PEG-4000 produjo
una DIVMS superior (P<0,0001) a la del tratamiento con urea (Tabla 6). Por su parte,
los granos tratados con urea presentaron una menor (P<0,0001) concentracion de
taninos y mayores (P<0,0001) concentracion de PB y pH (Tabla 6). Dicho patron fue
similar al hallado en los silajes utilizados en el Experimento 3. Los porcentajes de

almidén y materia organica no fueron afectados por las sustancias (P>0,05).
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Tabla 6: Efectos de las sustancias (PEG-4000 o urea) sobre los parametros
guimicos y fermentativos de granos de sorgos con alto contenido de taninos
almacenados humedos en condiciones de anaerobiosis (promedios de las humedades
de cosecha y las dosis).

Sustancia DIVMS(%) Taninos® PB(%) ALM(%) MO (%) pH
PEG4000 67,4 219,8 6,9 66,9 96,7 4,19
Urea 62,1 108,7 10,9 67,5 96,9 7,26
E.E.M. 0,59 2,6 0,15 0,84 0,21 0,11
Valor P <0,0001 <0,05 <0,0001 0,61 0,68 <0,0001

“'mg eq. de &cido tanico/100 g de muestra, base materia seca (Método de Folin
Denis). E.E.M.: error estandar de la media

La interaccion entre la sustancia x humedad de cosecha solo fue significativa
(P<0,05) para la variable N-NH3/NT. Los granos tratados con PEG-4000 y cosechados
con 35y 25 % de humedad no presentaron diferencias (P=0,13) en la produccién de
N-NH3/NT, y en promedio fue del 4%. Sin embargo, la produccién de N-NH3/NT de los
silajes tratados con urea fue superior en los granos que se cosecharon con 35% de
humedad (18,4 % N-NH3/NT) respecto a los cosechados con 25 % (10,2 % N-
NH3/NT). El contenido de humedad del grano determina la cantidad de urea que se
hidroliza (Russell et al., 1988), a mayor contenido de humedad mayor es la cantidad
de nitrdgeno amoniacal que se produce durante el almacenamiento.

La interaccion dosis(sustancia) x humedad de cosecha fue significativa para la
DIVMS (P<0,0001), razén por la cual las dosis en las que se aplicaron el PEG-4000 o
la urea originaron diferentes respuestas de acuerdo a la humedad con la que se
coseché el grano. Cuando el PEG-4000 o la urea se aplicaron al grano cosechado con
25% no hubo una mejora significativa (P>0,05) en la DIVMS respecto al grano no
tratado en ninguna de las dosis evaluadas (60,2 y 55,9% promedio de las dosis para
PEG-4000 y urea respectivamente). Sin embargo, cuando se aplicaron las sustancias
en los granos cosechados con 35% de humedad, la DIVMS aument6 respecto al grano
no tratado. La dosis de 1g PEG/g de PB del grano aumenté la DIVMS en un 30%
respecto al grano no tratado (82,1 vs 63,2%, para 1 y 0Og PEG/g de PB
respectivamente). No se hallaron diferencias (P>0,05) entre las dosis de 2 y 4% de
urea, y la mejora que produjeron las mismas fue en promedio un 21% respecto al

grano sin urea (73,8 y 71,6% vs 59,9%, para 2, 4 y 0% de urea respectivamente).
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Al igual que en el Experimento 3, los sorgos tratados con PEG-4000
presentaron una mayor (P<0,05) cantidad de taninos, aumentando a medida que se
incrementaron las dosis debido a la interferencia positiva que produce el PEG-4000
(179,8, 223,6 y 256 mg eq. acido tanico/ 100g de muestra seca para dosis de 0, 0,1y
1g PEG/g de PB respectivamente). La aplicacion de diferentes dosis de PEG-4000 no
modificaron (P>0,05) las concentraciones de PB, ALM, MO de los silajes.

La cantidad de taninos en los granos tratados con urea se modific6 de manera
diferente de acuerdo a la humedad con la que se coseché el grano, producto de que la
interaccion humedad de cosecha x dosis (sustancia) fue significativa (P<0,05). A pesar
que, dentro de cada humedad de cosecha hubo una disminucién en la cantidad de
taninos cuando se aplica urea, la reduccién fue mayor y alcanzé un 76% cuando el
grano fue cosechado con 35% de humedad (179,3, 46,6 y 38,3 mg eq. acido tanico/
100g de muestra seca cuando la urea se aplic6 en dosis de 0, 2 y 4%
respectivamente). Cuando la urea se aplic6 en granos con menor contenido de
humedad (25%), la reduccién en los taninos fue en promedio del 33% (166,3, 119,7 y
102,9 mg eq. &cido tanico/ 100g de muestra seca cuando la urea se aplicé en dosis de
0, 2 y 4% respectivamente). Esto Ultimo podria explicar el hecho de que, a pesar de la
disminucion en el contenido de taninos, no se hayan obtenido respuestas positivas
sobre la DIVMS cuando se trataron con urea los granos cosechados con menor
humedad (25%). Butler et al. (1984) hallaron que los taninos presentes en el grano de
sorgo tienen la capacidad de precipitar hasta 12 veces su peso en proteina, razén por
la cual una disminucién del 33% en la concentracién de taninos posiblemente no
alcance a ser suficiente para disminuir sus efectos negativos.

La interaccién entre la humedad de cosecha x dosis(sustancia) también fue
significativa para los pardmetros fermentativos pH y N-NH3/NT. Las diferentes dosis
de PEG-4000 no madificaron (P>0,05) los pH ni las concentraciones de nitrégeno
amoniacal, siendo el promedio de las dosis y humedades observado de 4,19y 4,01%
para pH y N-NH3/NT respectivamente. A diferencia del PEG-4000, las diferentes dosis
de urea modificaron los pH y las concentraciones de N-NH3/NT dependiendo de las

dosis aplicadas y de las humedades con la que se cosecharon los granos (Tabla 7).



64

Tabla 7: Efectos de las diferentes dosis de urea y la humedad de cosecha sobre el
pH y la concentracion de N-NHs/NT en granos de sorgos

25 % humedad 35 % de humedad
Dosis @ pH N-NHz/NT (%) pH N-NHz/NT (%)
0 39a 3,2 a 42a 4,16 a
2 6,6 b 138 b 85 b 18,3 b
4 72 b 13,7 b 88 b 325 ¢
Valor P <0,0001 0,003 <0,0001 0,0002
EEM 0,37 1,49 0,37 1,49

Promedios con distintas letras en una misma columna difieren significativamente
(P<0,05, Tukey-Kramer). Las comparaciones se realizaron entre dosis dentro de una
misma humedad de cosecha. ¥ Dosis de urea, % MS del grano. E.E.M.: error estandar
de la media.

En la Tabla 7 se puede observar que el pH de los cosechados con 25% de
humedad y tratados con 2 y 4% de urea fue en promedio de 7, el cual se encontr6 en
el limite superior del rango de pH en el cual se produciria la ruptura del complejo
proteina-tanino (3,5 a 7, Jones y Mangan, 1977). Esto podria estar indicando que solo
una parte de los taninos fueron separados de las proteinas, y por lo tanto no se
encontraria respuesta en la DIVMS. Ademas, a pesar de duplicarse la dosis de urea (2
vs 4) no se hallaron diferencias (P>0,05) en el porcentaje de NH3/NT, posiblemente
porgue no haya sido suficiente para disolver la urea la cantidad de agua presente en el
grano. A diferencia de lo anterior, si la urea se aplica en granos con mayor contenido
de humedad (35%), la hidrélisis de la misma aumenta el pH por encima de 8 e
incrementa el % de N-NH3/NT (P<0,05). Russell et al. (1988) reconstituyeron granos
a niveles de humedad de 22, 28 y 34% con soluciones de urea en dosis de 0, 2,4y
6% vy obtuvieron niveles de pH que oscilaron entre 6,4 y 9,2 para las dosis de 0y 6%
respectivamente. Dichos resultados indican que la hidrélisis de la urea y la formacion
de N-NH3 varian con la cantidad de urea aplicada pero la respuesta es diferente
segun la cantidad de agua que presente el grano (Russell et al., 1988).

La PB de los granos aumentaron significativamente (P<0,05) con el agregado
de urea obteniéndose valores de 7,2, 12,3 y 13,1% para las dosis de 0, 2 y 4%
respectivamente. Los porcentajes de almidon y de MO no fueron modificados por
ninguno de los factores, y los promedios fueron de 67,5 y 96,9% para almidén y MO

respectivamente.
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Respecto a la desaparicion a nivel ruminal, no existi6 una interaccion
significativa (P>0.05) entre las humedades de cosecha y las sustancias razén por la
cual en la figura 9 se presentan los promedios de las humedades. Ademas, debido a
que el tiempo de incubacién no presentd interaccion significativa (P>0,05) con ninguno
de los factores, todos los datos que se presentan a continuacion son promedios de
ambos tiempos de permanencia en rumen. Al igual que en el experimento 3, la
desaparicion in situ de la MS y el ALM fueron superiores en el grano tratado con PEG-
4000 respecto al tratado con urea, pero este Ultimo presentdé una mayor desaparicion
de la PB (Figura 9).
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Figura 9: Efecto del agregado de PEG-4000 o urea sobre la desaparicion ruminal
del grano de sorgo (promedio de las humedades de cosecha).

Las comparaciones se realizaron entre sustancias dentro de una misma fraccion
(MS. ALM y PB. Test Tukey-Kramer).

La interaccion humedad de cosecha x dosis(sustancia) resultd significativa
(P<0.05) en las tres fracciones evaluadas, por lo cual se analiz6 el efecto de las dosis
para cada nivel de humedad del grano. Cuando los granos fueron cosechados con
25% de humedad no se detectd (P>0.05) ningun efecto sobre la desaparicion ruminal
del grano ante el agregado de PEG-4000 o urea (Tabla 8). Este patron fue similar al
hallado sobre la DIVMS.
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Tabla 8: Desaparicion in situ de la MS, la PB y el ALM de los grano de sorgos
cosechados con 25% de humedad, tratados con diferentes dosis de PEG-4000 o urea
y almacenados en anaerobiosis.

Dosis MS (%) PB (%) ALM (%)*
PEG-4000
0 34,5 16,8 31,2
0.1 40,3 23,9 35,3
1 38,7 25,0 34,6
Valor P 0,20 0,1 0,76
EEM 2,24 2,48 4,7
UREA

0 37,0 20,7 379a
2 36,9 24,3 33,9 ab
4 31,2 28,4 255b
Valor P 0,36 0,28 0,04
EEM 2,53 2.43 265

*Promedios con distintas letras difieren significativamente (p<0.05. Tukey-Kramer).
Las comparaciones se realizaron entre dosis dentro de una misma sustancia. E.E.M.:
error estandar de la media.

Si bien el PEG-4000 y la urea son sustancias altamente solubles en agua, la
falta de respuesta cuando se aplicaron las mismas en granos con 25% de humedad
posiblemente se deba a que el contenido de agua de los mismos no sea suficiente
para alcanzar a disolver dichas sustancias y mejorar el contacto con los granos. En los
trabajos donde se obtuvieron repuestas positivas tratando granos secos altos en
taninos con el PEG o la urea, dichas sustancias fueron disueltas previamente en agua
generando la solucién utilizada para reconstituir el grano (Russel y Lolley, 1989), o se
agregaron en el medio liquido de los frasco empleados para medir la produccion de
gas (Sandoval Castro et al., 2003; Reina et al., 2007). Ben Salem et al. (2005)
también aplicaron en diferentes ensayos urea y PEG previamente diluidas en agua
obteniendo respuestas positivas. En la presente tesis ambas sustancias fueron
mezcladas directamente con el grano previo la confeccion de los microsilajes y sin
disolverse en agua, por lo tanto el agua que tenia el grano era la presente al momento
de la cosecha.

Los grano cosechados con 35% de humedad y tratado con diferentes dosis de

urea o PEG-4000 demostraron una repuesta positiva en la desaparicion ruminal ante
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el agregado de ambas sustancias (P<0,05). En el caso del PEG-4000, la dosis de 1g/g
de PB del grano mejor6 la desaparicion ruminal de la MS, la PB y el ALM en un 41, 81
y 22% en relacién al grano no tratado, respectivamente (Tabla 9). El agregado de 2%
de urea al material cosechado con 35% de humedad fue la dosis que mejor respuesta
presentd. La misma incrementd respecto al grano no tratado en un 33, 49 y 22% la
desaparicion ruminal de la MS, la PB y del ALM, respectivamente (Tabla 9). El efecto
positivo en la mejora de la desaparicion de ambas sustancias fue similar al ensayo

anterior (experimento 3).

Tabla 9: Desaparicion in situ de la MS, la PB y el ALM de los grano de sorgos
cosechados con 35% de humedad, tratados con diferentes dosis de PEG-4000 o urea
y almacenados en anaerobiosis.

DOSIS MS (%)* PB (%)* ALM (%)*
PEG-4000

0 44.6 275 53,5
0,1 47,4 38,0 57,0

1 62,9 49,9 65,3
Valor P <0,0001 <0,0001 0,03
EEM 1,75 1,42 2,95

UREA

0 37,4 28,3 46,2

2 49,6 42,3 56,6

4 41,1 47,1 48,9
Valor P 0,003 <0,0001 0,02
EEM 1,86 1,47 3,05

Promedios con distintas letras difieren significativamente (p<0,05. Tukey-Kramer).
EEM: error estandar de la media.

A pesar de que existe gran cantidad de informacién sobre el uso del PEG como
secuestrante de taninos para mejorar la calidad del alimento, la misma esta generada
principalmente sobre arboles o arbustos en experimentos in vitro (Martinez Saenz et
al., 2008, Getachew et al., 2000, Palmer y Jones, 2000) e in vivo (Silanikove et al.,
1994, 1996b, Salawu et al., 1997a). La utilizacién del PEG para secuestrar taninos en
el grano de sorgo ha sido evaluada por Ford y Hewitt (citados por Ford y Hewitt, 1979
a) quienes lograron incrementar un 89% la digestibilidad verdadera del nitrégeno en

ratas y pollos suplementadas con dosis de 0,1g PEG4000/ g PB. En otro ensayo, los
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mismos autores incrementaron la dosis de PEG-4000 y obtuvieron un aumento desde
41 a 78 el valor nutricional relativo de un sorgo alto en taninos agregando 100 mg de
PEG cada 78 mg PB (Ford y Hewitt, 1979 a), lo que seria equivalente a una dosis de
1,3 g PEG4000/g PB. La misma dosis aplicada en sorgos con bajo contenido de
taninos no modifico el valor nutricional de los mismos (Ford y Hewitt, 1979 a), lo cual
indica el efecto directo del PEG-4000 sobre los taninos. ElI PEG-4000 aplicado en
granos de sorgos en ensayos aumento la produccion de gas en un 8 y 20% con dosis
muy superiores a la empleada este trabajo (11,6 y 14 g PEG4000/g PB, Sandoval
Castro et al., 2003 y Cabral Filho et al., 2005, respectivamente). Reina et al. (2007)
incubando granos de sorgos a los que les agregaron PEG-8000 a una dosis de 1 g
PEG-8000/ 1 g de sorgo (lo que equivale a 11,6 g PEG-8000/g PB) hallaron un
incremento en la produccién de gas in vitro del 12% durante las primeras doce horas
de iniciada la incubacién y una reduccion en el periodo de latencia del 3,4%. A pesar
de que en el presente trabajo no se hallaron respuestas con la menor dosis (0,1 g
PEG-4000), se logro aumentar significativamente la desaparicion ruminal de las
fracciones proteica y almidonosa del grano en un 82 y 22% respectivamente con la
dosis de 1 g PEG-4000/g PB aplicada a granos con 35% de humedad. Esto indicaria
gue para rumiantes serian necesarias dosis mayores a 0,1 g PEG-4000/g PB para
obtener respuestas positivas.

La urea no solo posee el potencial de preservar los granos de sorgo con alto
contenido de humedad, sino también de mejorar la calidad alimenticia de los mismos
por la desactivacion de los taninos. Dicha mejora es altamente dependiente de la
humedad que posee el grano cuando se trata, ya que a mayor humedad mayor
desactivacion (Russel y Lolley, 1989). El alcali generado por la hidrélisis de la urea en
un medio himedo aumenta la tasa de inactivacion de los taninos, respecto a si se
reconstituye solo con agua o con otros alcalis (Russel y Lolley, 1989). El agregado de
2% de urea a los granos cosechados con alta humedad (35%) mejora notablemente la
desaparicion in situ de las fracciones proteica y almidonosa del mismo (Tabla 9). A
pesar que con ambas dosis (2 y 4%) se produjo una notable disminucién del contenido
de taninos, la falta de respuesta cuando se aplica el doble de urea (4%) posiblemente
se deba a que con dicha cantidad se genere un microambiente alrededor de las
particulas que sea nocivo para los microorganismos encargados de degradar el grano
a nivel ruminal. Similares patrones de respuestas se obtuvieron en las evaluaciones in

vitro e in situ del Experimento 3. Al igual que en este trabajo, Russel y Lolley (1989)
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hallaron que el incremento del nivel de urea de 2 a 4% no tuvo efecto en la
inactivacion de los taninos.

Existen cuatro tipos de uniones posibles entre los taninos y las proteinas,
siendo generalmente inestables y con enlaces individuales que pueden separarse y
volverse a formar, dependiendo esto principalmente del pH. Kumar y Singh (1984)
sugirieron que los cuatro posibles tipos de uniones que participan en el complejo son:
union por puentes de hidrégeno, union por interacciones hidrofébicas, unién por
interacciones idnicas y unién mediante enlaces covalentes. A pesar de ello, Butler et
al. (1984) indicaron que las uniones entre los taninos condensados presentes en el
grano de sorgo y las proteinas serian mediante puentes de hidrégeno y asociaciones
hidrofébicas, sin encontrarse evidencias de que se produjesen enlaces covalentes
entre ambas moléculas. Los taninos almacenados bajo condiciones de alcalinidad
pierden su capacidad de unirse a las proteinas, sugiriendo que hay una transformacién
de los taninos ante dichas condiciones que conducen a la inactivacion de los mismos
(Makkar y Becker, 1996). Los hidroxilos fendlicos son los Unicos grupos de ionizacion
de los taninos condesados, y se ionizan solo en pH muy altos (Hagerman y Butler,
1978), donde ademas la mayoria de las proteinas del grano llevan cargas netas
negativas (Butler et al.,, 1984). Ante estas condiciones, las proteinas podrian
desarrollar fuerzas repulsivas mas que de atraccién entra las moléculas (Haslan,
citado por Salunkhe et al., 1990). Estas reacciones serian las responsables de la
ruptura del complejo proteina-tanino, y por consiguiente del incremento en la
desaparicion de la proteina y el almidén del grano de sorgo cuando es sometido a
condiciones de alcalinidad con el agregado de urea.

Los incrementos en las desapariciones de los granos incubados con PEG-4000
0 urea, se deberian a la inactivacion de los taninos que se acomplejaron con el PEG-
4000 mediante uniones puente hidrogeno o se separaron de la proteina por la
desestabilizacion que le produce el medio alcalino generado por la urea. Comparando
ambas sustancias, en los Experimentos 3 y 4, el efecto positivo del PEG-4000 fue
superior al de la urea sobre la desaparicion in situ (Figuras 8 y 9). Ben Salem et al.
(2002) también observaron un mejor efecto de la adicion de PEG-4000 respecto a la
suplementacién con urea sobre el crecimiento y la actividad microbiana en dietas ricas
en taninos, a pesar de que la urea también tuvo efectos benéficos. Comparando la
suplementacion con PEG-4000 vs. urea previo al suministro Acacia saligna (planta rica
en taninos), se hallaron en ovinos mayores digestibilidades con el PEG-4000 respecto
a la urea (Howard et al., 2002). Dicha diferencia entre los tratamientos con urea o con
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PEG-4000 posiblemente se deba a que si bien, el medio alcalino generado por la urea
en los silajes desestabiliza las uniones entre los polifenoles y las proteinas del grano,
no todas las uniones sean rotas como indican Jones y Mangan (1977), o a que parte
de los taninos que se liberan del complejo podrian estar inhibiendo la accién de
enzimas microbianas (McSweeney et al., 2001). Por otra parte, la formacion del
complejo PEG-4000-taninos se mantendria estable en el ambiente ruminal donde se
incubé (6,23 +0,37, pH promedio de las tres animales y de las 24 horas de un dia),
guedando retenidos los taninos en el complejo y reduciendo de manera mas eficiente
la actividad negativa de los mismos sobre la proteina, habiéndose aplicado en una

relacion 1:1.

4.3.3.- Experimento 5

Los resultados del Experimento 3 demostraron que el agregado de 1 g de PEG/
g de PB del grano fue la dosis con la que se logré aumentar la desaparicion ruminal
del grano alto en taninos. Por esa razon dicha dosis fue la que se utilizé para este
experimento.

Los tratamientos no fueron afectados (P>0,05), en lo que respecta a los
porcentajes de PB, ALM y MO de los granos, por el tipo de almacenamiento, la
humedad de cosecha y el tratamiento con PEG-4000. Los valores promedios de los
tratamientos para las fracciones PB, ALM y MO de los granos fueron de 6,64, 62,6 y
97,2% respectivamente.

La concentracién de NH3/NT y el pH de los granos que se almacenaron en
anaerobiosis no fueron afectados (P>0,05) por la humedad de cosecha ni el
tratamiento con PEG-4000, y en promedio fueron de 4,03% y 4,36, respectivamente.
El tipo de almacenamiento afect6 (P<0,05) la DIVMS, aumentandola en
aproximadamente un 20% en los granos que fueron sometidos a anaerobiosis, siendo
independientemente de la humedad de cosecha y del tratamiento con PEG-4000
(interacciones tipo de almacenamiento x humedad de cosecha y tipo de
almacenamiento x tratamiento con PEG-4000 no significativas, P=0,52 y P=0,17
respectivamente). La DIVMS promedio para los granos almacenados en anaerobiosis
y en aerobiosis fue de 65,6 y 55,2% respectivamente.

El efecto del tratamiento con PEG-4000 sobre la DIVMS fue dependiente de la
humedad con la cual se cosecho el grano (P<0,01 para la interaccibn humedad de

cosecha x tratamiento con PEG-4000). La aplicacion de PEG-4000 solo fue efectiva en
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mejorar la DIVMS (P<0,001) sobre los granos que contenian 35% de humedad (Tabla
10), siendo esta respuesta coincidente con la hallada en el experimento anterior
(experimento 4). Ademas, al igual que en experimentos anteriores (capitulo 1) se
puede observar que a medida que aumenta la humedad de cosecha se observa una
notable mejora (P<0.05) en la DIVMS, dentro de una misma dosis (Tabla 10).

Tabla 10: Efecto de la humedad de cosecha y el tratamiento con PEG-4000 sobre
la DIVMS (%) del grano de sorgo.

Humedades de cosecha (%)
PEG-4000 25 35 ValorP=® |EEM®
Testigo 51,2 63,8 0,0002 1,54
Tratado 53,0 74,5 0,0003 1,54
Valor P=®@ 0,98 0,0009
EEM @ 1,54 1,54

(1) Valor P correspondiente a la comparacion entre las humedades de cosecha
para un mismo tratamiento de PEG-4000.

(2) Valor P correspondiente a la comparacion entre granos tratados y no tratados
con PEG-4000 para una misma humedad de cosecha.

(3) Error estandar de la media.

Los niveles de taninos en el grano fueron afectados en forma conjunta por el
tipo de almacenamiento y el tratamiento con PEG-4000, dado que la interaccion tipo
de almacenamiento x tratamiento con PEG-4000 fue significativa (P=0,0032). Cuando
los granos fueron sometidos almacenados en anaerobiosis se produjo una notable
disminucion (P<0,05) en la concentracién de los taninos, alcanzando reducciones de
un 45,5y 42,6% para el testigo y los granos tratados con PEG-4000 respectivamente
(Tabla 11). Para un mismo tipo de almacenamiento, el agregado de PEG-4000 produjo
un incremento (P>0,05) en los niveles de taninos (Tabla 11), producto de la
interferencia positiva que produce el polietilenglicol en la técnica de Folin-Denis como
se explico en los ensayos anteriores. Por dltimo, la humedad de cosecha no tuvo
efectos sobre los niveles de taninos (P=0,29) y los valores promedios fueron de 227,4

y 283,3 mg eq. &cido tanico/ 100g de muestra seca para los granos cosechados con
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25 y 35% de humedad, respectivamente. Esto ultimo fue coincidente con los

resultados obtenidos en experimentos anteriores (Capitulo 1).

Tabla 11: Efectos del tipo de almacenamiento y el tratamiento con PEG-4000 sobre
los niveles de taninos (mg eq. acido tanico/ 100g de muestra seca) del grano de sorgo.

Tipo de almacenamiento
PEG-4000 | Anaerobiosis | Aerobiosis ValorP=® | EEM®
Testigo 172,0 315,8 <0,0001 5,38
Tratado 223,5 389,1 <0,0001 5,38
Valor P=® | <0,0001 <0,0001
EEM ® 5,38 5,38
(1) Valor P correspondiente a la comparacion entre

almacenamiento para un mismo tratamiento de PEG-4000

los tipos de

(2) Valor P correspondiente a la comparacion entre tratamientos con PEG-
4000 para un mismo tipo de almacenamiento.

(3) Error estandar de la media.

La desapariciéon in situ de la MS, PB y ALM fue afectada por el tipo de

procesamiento, observandose que el proceso de ensilado incrementé (P<0,05) la

desaparicion independientemente de la humedad de cosecha del grano y las dosis de
PEG-4000, debido a que
significativas (P>0,05. Figura 10). El aumento en la desaparicién fue del 12, 17 y 53%

las

interacciones entre dichos factores no fueron

sobre la MS, ALM y PB del grano. La mejora en la desaparicion ruminal estuvo en

concordancia con un aumento en la DIVMS y una disminucion en la concentracion de

taninos cuando el grano fue almacenado en condiciones de anaerobiosis (Tablas 10 y

11).



73

50

P<0.0001

==

45 A P<0.0001

40 =

35

30

HH

P<0.0001

25

20

15

Desaparicién in situ (%)

10

MS ALM PB

O Anaerobiosis @ Aerobiosis

Figura 10: Efecto del tipo de almacenamiento de un grano de sorgo con alto
contenido de taninos sobre la desaparicion in situ.

Las comparaciones se realizaron dentro de una misma fraccién (MS, ALM y PB. Test
Tukey-Kramer).

La aplicacion de PEG-4000 generd una respuesta sobre la desaparicion in situ
que fue independiente del tipo de almacenamiento ya que la interaccién tipo de
almacenamiento x tratamiento con PEG-4000 no fue significativa (P>0,05). A su vez,
dicha respuesta fue diferente segun la humedad con la que fue cosechado el grano
(interaccion humedad de cosecha x tratamiento con PEG-4000 significativa, P<0,05).

No se hallé respuesta al agregar PEG-4000 al grano cosechado con 25% de
humedad, siendo las desapariciones de los granos tratados con 1 g PEG/g PB
similares (P>0,05) a la del testigo (0 g PEG/g PB) en todas las fracciones evaluadas.
Sin embargo, cuando el PEG-4000 se aplic6 en los granos cosechados con 35% de
humedad, las desapariciones in situ fueron superiores respecto al testigo en un 35, 31
y 66% para las fracciones MS, ALM y PB respectivamente (Tabla 12).
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Tabla 12: Desaparicion in situ de la MS, PB y ALM de granos cosechados con

diferentes contenidos de humedad y tratados con PEG-4000.

PEG-4000 MS (%) PB (%) ALM (%)
25% humedad

Testigo 32,5 16,1 30,2

Tratado 34,8 18,7 32,8

Valor P 0,1827 0,0894 0,6291

EEM 0,81 0,82 1,58
35% humedad

Testigo 41,9 22,6 48,5

Tratado 56,7 37,6 63,6

Valor P <0,0001 <0,0001 <0,0001

EEM 0,77 0,75 1,67

E.E.M.: error estandar de la media.

En la mayoria de los trabajos donde se aplica polietilenglicol al alimento que se
le pretende mejorar la digestibilidad, el conjunto PEG-alimento no fue sometido a un
ambiente anaerébico (Ford y Hewitt, 1979 a y b, Cabral Filho et al., 2005, Reina et al.,
2007). En este trabajo, la aplicacion de PEG-4000 fue eficiente en mejorar la
desaparicion ruminal en los granos con mayor contenido de humedad (35%), en forma
consistente como el experimento anterior (Experimento 4). Ademas, dicha mejora se
mantuvo independientemente que el grano haya sido almacenado bajo condiciones de
anaerobiosis 0 no. Eso indicaria que la estabilidad del complejo que se forma entre el
PEG y los taninos se mantendria completamente estable a pesar del proceso
fermentativo que sufre el grano cuando es almacenado en anaerobiosis. Esto se
deberia a que el pH promedio de los silajes fue de 4,36, el cual estuvo dentro del
rango entre 2 y 8,5 donde se mantiene estable el complejo PEG-taninos (Jones,1965;
Silanikove et al., 1996 a).

Los niveles de taninos condensados decrecieron en genotipos altos taninos
con la fermentacion que se produce durante el proceso de ensilado cuando se somete
a una condicion anaerdbica (Tabla 11). Los granos no tratados con PEG-4000
presentaron una disminucién en la cantidad de taninos de aproximadamente un 45%
con el proceso de ensilado. Cummins (1971) informd que el nivel de taninos puede
reducirse entre un 4 a un 10% luego de la fermentacién producida durante el proceso

de ensilado del grano. Por su parte, Osman (2004) logré disminuir la concentracion de
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los taninos entre un 15 al 35% en granos de sorgo y mejorar significativamente la
digestibilidad in vitro de la fraccién proteica. Hassan y El Tinay (1995) informaron que
la fermentacién mejora las digestibilidades del almidén y la proteina del grano debido a
una disminucion en el contenido de taninos. En otras especies, Makkar y Singh (1993)
hallaron que la cantidad de taninos de hojas frescas de roble (Quercus incana)
almacenadas bajo condiciones de aerobiosis decreci6 en menor medida respecto
cuando las hojas se almacenaron en condiciones de anaerobiosis.

Cambios en la estructura y reactividad de los taninos pueden ocurrir durante el
proceso fermentativo del silaje, lo cual repercute en una mejora en la digestibilidad de
la proteina y el almidén del grano. La reduccion en los niveles de taninos
probablemente se deba a una inactivacion de los mismos por las condiciones
anaerdbicas y el bajo pH producto de la acumulaciéon de acido lactico que se genera
en los silajes (McSweeney et al., 1999). Ante estas condiciones se produciria una
modificacién de la molécula que provocaria una disminucién en su extractabilidad y

actividad inhibitoria de los mismos.

4.4.- Conclusiones

Las aplicaciones de PEG-4000 o de urea en granos de sorgos altos en taninos
fueron beneficiosas para reducir el efecto negativo de los taninos sobre la desaparicién
in situ. Dicha mejora fue dependiente de las dosis en que se aplicaron y de la
humedad que contenia el grano al momento de recibir el tratamiento. Solo se
obtuvieron respuestas positivas en granos cosechados con 35% de humedad y
tratados con 1g PEG4000/ g PB del grano o con 2% de urea en base a la materia
seca. El proceso de ensilado del grano, ocurrido durante el almacenamiento en

anaerobiosis, no afect6 la capacidad del polietilenglicol 4000 para capturar los taninos.
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5. Capitulo 3

DIGESTIBILIDAD TOTAL APARENTE Y METABOLISMO RUMINAL EN
BOVINOS ALIMENTADOS CON DIETAS A BASE DE GRANO HUMEDO DE SORGO
ALTO EN TANINO TRATADO CON POLIETILENGLICOL-4000 O UREA™.

Experimento 6.

5.1.- Introduccidén

El grano de sorgo presenta un importante potencial para los sistemas de
alimentacién de bovinos, pero existen en el mercado varios cultivares con altos niveles
de compuestos secundarios como los taninos condensados (Hahn; Rooney, 1986).
Los taninos condensados son sustancias polifendlicas que poseen la capacidad de
formar complejos insolubles con las proteinas, lo cual provoca una disminucion de su
digestibilidad (Cabral Filho, 2004). Altos niveles de taninos en un alimento pueden
disminuir el consumo voluntario (Landau et al., 2000), la digestibilidad de los nutrientes
y la retencién del N (Silanikove et al., 1994).

Se han estudiado sustancias como el polietilenglicol y la urea, con el objeto de
disminuir el efecto detrimental de los taninos a través de la desactivacion de los
mismos. El polietilenglicol con un peso molecular de 4000 (PEG-4000), es un
detergente no idnico, soluble en agua, que forma complejos insolubles con los taninos
condensados en un amplio rango de pH (2-8,5) (Jones; Mangan, 1977; Silanikove et
al., 1996). Dicha sustancia puede evitar la formacién o desplazar a la proteina del
complejo proteina-tanino (Silanikove et al., 2001). La utilizacion de PEG-4000 para
secuestrar taninos en granos de sorgos secos ha sido probada con éxito en ensayos
de alimentacién realizados en ratas y pollos, y también en pruebas in vitro,
aumentando la digestibilidad de la fraccion proteica en sorgos con alto contenido de
taninos (Ford; Hewitt, 1979; Sandoval Castro et al., 2003).

La urea también ha sido utilizada para disminuir el efecto negativo de los
taninos. Varios autores indicaron que el tratamiento con urea sobre un grano humedo
de sorgo con alto contenido de taninos, proporciona una adecuada conservacion en
aerobiosis y ademds inactiva rapidamente los taninos mejorando la digestibilidad in
vitro (Russell et al., 1988; Russell; Lolley, 1989).

! Este capitulo fue publicado en la Revista Archivos de Zootecnia (afio 2012, Vol: 61, paginas: 235-244)
como requisito parcial para la obtencion del grado de Doctor en Ciencias Agrarias.
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En ensayos anteriores (Capitulo 2) se obtuvieron importantes mejoras en la
desaparicion a nivel ruminal de sorgos cosechados con alto contenido de humedad
tratados con PEG-4000 o urea. Dicha respuesta fue dependiente de las dosis, y los
mejores resultados se obtuvieron con 1g PEG-4000/g PB y con 2% de urea en base a
la materia seca del grano, razon por la cual dichas dosis se utilizaron en este ensayo.

El objetivo del presente trabajo fue comparar los efectos, sobre la digestibilidad
aparente in vivo, el ambiente ruminal y metabolitos plasmaticos, de las dietas
suministradas a bovinos cuando se tratan con PEG-4000 o urea un grano hiumedo de

sorgo con alto contenido de taninos y se almacena en anaerobiosis.

5.2.- Materiales y métodos

El experimento se realizé en el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA), Estacién Experimental Agropecuaria Balcarce (provincia de Buenos Aires,
Argentina; 37°45’ latitud sur, 50°18’ longitud oeste).

El ensayo se realiz6 bajo un disefiado en cuadrado latino con 3 animales, que
consumieron una dieta basada en grano de sorgo almacenado con alto contenido de
humedad en anaerobiosis, modificado de acuerdo a los tratamientos, y 3 periodos

experimentales.

Para confeccionar los silajes de grano humedo se utilizé el hibrido de sorgo
alto en taninos DA49®, sembrandose una superficie de 2 has con una densidad de 6
semillas por metro lineal de surco y 50cm entre hilera. Cuando los granos alcanzaron
el 35% de humedad fueron cosechados, molidos con una maquina embutidora de
granos, tratados con PEG-4000 o urea, Yy colocados dentro de tanques de cemento
(uno por cada tratamiento) de 1 m*® donde se produjo la compactacion (pisando los

granos) para generar la anaerobiosis.

En el momento de la confeccion de los silajes quedaron definidos los tres

tratamientos:

1. Testigo (T): grano ensilado.

2. Tratamiento con PEG-4000 (P): grano ensilado con la adicion de 1g de
PEG-4000/g de proteina bruta (PB) del grano.

3. Tratamiento con urea (U): grano ensilado con la adicién de 2% de urea en

base a la materia seca (MS) del grano.
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La dieta estuvo compuesta (base MS) por: 70% de grano humedo de sorgo
(adicionado o no de PEG-4000 o de urea, de acuerdo al tratamiento), 14 % de
afrechillo de trigo, 6% de harina de soja, 9% de heno de alfalfa y 1% ndcleo vitaminico-
mineral con monensina. Para que las raciones resultasen isoproteicas los
tratamientos de P y T fueron corregidos con urea al momento del suministro de la
racion, alcanzando todas las dietas un valor de PB total del 13,4%. Para el caso de la
dieta que contenia grano con urea, el mismo no fue previamente oreado, ya que
existen antecedentes que dicho proceso no es necesario y ademas no se observd

rechazo por parte de los animales con ese nivel de urea.

Al principio de cada periodo experimental se tomaron muestras representativas
de cada uno de los componentes de las dietas para realizar las siguientes
determinaciones: materia organica (MO, AOAC, 1995), almidon (AOAC, 1995),
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS, usando el sistema de incubacion
Daisy Il (Ankom Technology, Macedon, NY)) y PB (Horneck; Miller, 1998). El pH
(Baron et. al., 1986), el N-NH3/NT(Chaney; Marbach, 1962) y taninos por el método de
Folin-Denis (Magalhées et al., 2001) solo se determinaron en los granos de sorgo.

Tabla 13: Pardmetros quimicos y de calidad de los diferentes componentes de las
dietas.

Ingredientes MO (%) | Almidén PB (%) DIVMS pH N-NH3/NT | Taninos
(%) (%) (%) *
Heno " 90,1 - 21,7 73,9 - - -
1
alfalfa (1,13) 106) | (1,34)
Afrechillo de 91,6 23,0 15,2 74,4 - - -
trigo®
(0,92) (0,85) | (0,57) (1,41)
Harina de 93,3 -- 46,8 95,5 -- - --
sojal®
(2,55) (1,27) (1,48)
Sorgo PY 98,4 72,3 6,6 83,8 4,2 4,6 258,3
(0,57) (0,35) | (0,20) (0,25) | (0,15) (0,25) (1,53)
Sorgo UY 98,2 72,2 9,1 76,4 8,1 20,6 64,5
(0,8) 0,75 | (0.1 (165) | (0,21) (0,75) (1,89)
Sorgo T® 97,5 71,5 6,8 72,2 4,6 4,1 217,3
(0,57) (035) | (0,2) (0,25) (0,15) (0,25) (1,53)

@ valor promedio y desvio estandar ubicado entre paréntesis.* mg de acido
tanico/100g de muestra base materia seca.
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Para determinar la digestibilidad aparente in vivo se utilizaron tres novillos
Aberdeen Angus de 312 + 38 kg de peso vivo, provistos de una canula ruminal (11 cm
de didmetro interno). Los animales fueron operados bajo anestesia total para la
colocacion de las canulas. Durante el experimento, se alojaron en corrales
individuales con piso de cemento y libre acceso al agua fresca. Diariamente se
higienizaron los corrales para sacar restos de orina y materia fecal, y se reciclaba

completamente el agua de bebida.

Cada periodo experimental constdé de 20 dias, divididos en dos fases. La
primera fase (fase pre-experimental) tuvo una duracién de 16 dias, durante los cuales
los animales fueron acostumbrados a cada uno de los tratamientos ofreciéndoles la
racion completamente mezclada y en partes iguales a las 8:00 y 20:00 horas. En este
periodo se evalu6 el consumo potencial (ad libitum) de cada animal durante cuatro
dias consecutivos (dias 13, 14, 15 y 16 del periodo), estimandose por diferencia entre
oferta y rechazo. A partir de dicho registro se fijo el consumo al 95% del consumo
potencial para asegurar la ingesta total de todos los componentes de la dieta. En la
segunda fase (fase experimental), cuya duracion fue de 4 dias, se efectu6 el
correspondiente registro de las variables en estudio.

Para estimar la produccion total de heces se utilizé 6xido cromico (Cr,03) como
marcador externo, suministrandose 10g de Cr,Os/animal/dia y utilizando como
vehiculo el afrechillo de trigo que fue granulado junto con el marcador. Se
recolectaron 4 muestras de heces por dia cada 6 horas durante tres dias consecutivos,
desplazando en 2 horas el inicio del muestreo entre dias a fin de obtener una muestra
compuesta cada dos horas durante un periodo de 24 horas. Sobre las muestras de
heces se determin6 la MS, MO, PB, almidén y la concentracion de Cr usando el
método de Lopez et al. (1988), citado y descripto por Vicente et al. (2004). Las
muestras de heces fueron incineradas a 500°C y posteriormente tratadas con HNOj3,
hirviendo dicha mezcla durante tres minutos. Luego fueron diluidas con agua, filtradas
y almacenadas hasta su posterior andlisis. La curva de calibracion se realizo
generando soluciones con concentraciones conocidas de Cr a las que se les
agregaban heces que no contenian Cr. Las determinaciones de Cr se realizaron
mediante espectrofotometria de absorcion atomica.

La produccion total de heces se estimé mediante la siguiente relacion g Cr,04
suministrado por dia/concentracién Cr,O; en heces. A partir de dichos resultados se
determinaron los coeficientes de digestibilidad aparente in vivo de la MS, MO, PB y

almidén de las dietas con la formula propuesta por Schneider; Flatt (1975) donde:
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Coeficiente de digestibilidad y (%)= [(0 y consumido — g y en heces)lg y
consumido)]*100, donde y es el nutriente a evaluar (MS, MO, PB o almiddn). Debido a
gue el PEG-4000 es indigestible y no absorbible, previo al calculo de la digestibilidad
de la MS se le rest6 a la produccién de heces el consumo de PEG-4000.

Durante el ultimo dia de la fase experimental se extrajeron muestras de liquido
ruminal cada 4 horas durante un periodo de 24 horas para determinar inmediatamente
el pH (Orion pH-metro portatil 2502, Orion Research Inc., Boston, MA). Una muestra de
4 ml de ese liquido fue acidificada con 4 ml de HCL 0,2N, posteriormente fue
centrifugada para determinar en el sobrenadante la concentracion de nitrégeno
amoniacal (N-NH3;) por espectrofotometria (Chaney; Marbach, 1962). Las muestras de
liquido ruminal destinadas a la estimacion de AGV fueron acidificadas con SO4H, (100
ml liquido ruminal con 1 ml de SO4H,). La determinacién de acidos grasos volatiles se
realiz6 en un cromatdgrafo de gases (Shimadzu modelo GC-14) con N, como
trasportador (Friggens et al., 1998).

Se extrajeron muestras de sangre de cada animal de la vena yugular instantes
antes del suministro de cada comida (dos horarios) durante el Ultimo dia de cada
periodo experimental. La sangre fue recogida en tubos que contenian heparina y
posteriormente centrifugada a 3000 x g durante 15min. Con kits enziméaticos se
cuantificaron los niveles de nitrdgeno ureico y glucosa en el plasma sanguineo
(Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina).

Los datos se analizaron segun un disefio en Cuadrado Latino. Los tratamientos
entre periodos se distribuyeron en forma aleatoria de manera tal que en cada periodo
estaban presentes los tres tratamientos. A cada uno de los animales se les asignaron
todos los tratamientos (T, P y U) en forma al azar en los diferentes periodos.

Los datos de consumo y de digestibilidad aparente total se analizaron mediante

el procedimiento GLM de SAS (1999) segun el siguiente modelo matematico:

Yiw= M+ A+ P+ T + i,
donde:
Y : variable observada,
K: media general,
A, : efecto del i-ésimo animal,
P;: efecto del j-ésimo periodo,
T.: efecto del k-ésimo tratamiento,

giji: error experimental
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Las medias de los tratamientos se compararon utilizando el test de
Tukey-Kramer a un nivel de probabilidad del 5%.

Las variables pH, N-NHj3;, AGV, uremia y glucemia se analizaron con el

procedimiento MIXED de SAS (1999) utilizando el horario como una medida repetida

en el tiempo. El modelo mateméatico empleado fue el siguiente:

Yiiim= K+ Aiy + Pj + Ty + €1 iy + Hiy + (AH)im + (PH)jm + (HT)km + €2 (jjiam)
donde:

Yii : variable observada,

K: media general,

Aix): efecto del i-ésimo animal anidado dentro del tratamiento

P;: efecto del j-eésimo periodo,

Ty: efecto del k-ésimo tratamiento,

€1 ). error adecuado para evaluar el efecto del tratamiento (APT)j,

H..: efecto del m-ésimo horario de muestreo (medida repetida),

(AH);: efectos del i-ésimo animal y del m-ésimo horario de muestreo,

(PH)m: efectos del j-ésimo periodo y del m-ésimo horario de muestreo,

(HT)mk: efectos del m-ésimo horario de muestreo y del k-ésimo
tratamiento,

€2 jum): error general, adecuado para evaluar los efectos (AH)im, (PH)jm Y
(HTD)mk.

Las medias se compararon utilizando el test de Tukey-Kramer a un nivel de
probabilidad del 5%.

5.3.- Resultados y discusion

En la Tabla 14 se presentan los valores de consumos promedios de cada una
de las fracciones evaluadas en los diferentes tratamientos. Los consumos de MS
expresados en kg/dia o como porcentaje del peso vivo, no fueron diferentes (P>0,05)
entre los tratamientos (promedios de 8,34+0,16 kg/animal/dia y de 2,68+0,05 % del
PV, Tabla 14), indicando que en este ensayo los taninos no demostraron un efecto
astringente para los bovinos. Ademas, la presencia de urea no generé ningun efecto
de aversion en los animales. Russell et al. (1988) hallaron que la preservacion de

grano humedo de sorgo con urea no afecta la aceptabilidad de novillos en terminacion.
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Tampoco se detectaron diferencias (P>0,05) entre tratamientos en los consumos de
MO, almidén y PB, siendo los promedios de 8,02 + 0,05, 4,53 + 0,03 y 1,15 + 0,005

kg/dia, respectivamente (Tabla 14).

Tabla 14: Consumos promedios de cada una de las fracciones evaluadas en los
diferentes tratamientos

Tratamientos
Consumos
T U P EEM* Valor P=
MS (kg/dia) 8,42 8,15 8,43 0,16 0,53
Almidén (kg/dia) 4,48 4,53 4,58 0,03 0,28
PB (kg/dia) 1,15 1,14 1,15 0,005 0,63
MO (kg/dia) 8,02 7,91 8,12 0,04 0,17
MS (% del peso vivo) 2,71 2,62 2,72 0,05 0,44

*EEM: error estandar de la media.

Los coeficientes de digestibilidad aparente de las fracciones MS, almidon y MO
de las dietas fueron superiores en el tratamiento P, intermedias en el U e inferiores en
el T (Tabla 15). La digestibilidad aparente de la dieta en los animales que consumieron
el grano con PEG-4000 fue 61, 35 y 67% superior respecto a la dieta con grano no
tratado para las fracciones MS, almidén y MO, respectivamente. Las diferencias en
digestibilidad se redujeron con respecto a los animales que consumieron el grano no
tratado, cuando se realizd el tratamiento con urea. Dichas diferencias fueron de 26, 14
y 36% para las fracciones MS, almidéon y MO, respectivamente. No se hallaron
diferencias (P>0,05) en la digestién de la PB entre los tratamientos P y U, que fueron
en promedio un 63% superiores respecto al T (Tabla 15). Estos resultados confirman
el hecho de que los taninos afectan negativamente la digestibilidad del grano de sorgo,
y los tratamientos con PEG-4000 o urea resultan efectivos para reducir dicho efecto.

En granos de sorgo, la utilizacion del PEG-4000 para secuestrar taninos en
granos secos ha aumentado la digestibilidad y la utilizacion neta del nitrdgeno en 85 y
38%, respectivamente (Ford; Hewitt, 1979). En el presente ensayo, el tratamiento con
PEG-4000 tuvo un efecto positivo sobre el grano aumentando las digestibilidades de la
MO y la PB de la dieta en comparacion con el tratamiento T, respectivamente (Tabla
15). Como sugieren Silanikove et al. (1996, 1997) parte de la mejora en la

digestibilidad podria estar relacionada con un incremento en la fermentacién ruminal y
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parte con un incremento en la proporcion y extensién del alimento digerido en el
intestino. Ese incremento en la digestibilidad puede ser explicado por la liberacion del
complejo proteina-taninos por el tratamiento con PEG-4000 y el mantenimiento de la
estabilidad del complejo PEG-taninos en todo el tracto digestivo (Silanikove et al.,
1994). En el caso particular del grano de sorgo, la mejora en la digestibilidad aparente
de la proteina del grano con la incorporacion de PEG-4000 presenta también un efecto
positivo sobre la fraccién de almidon. El almidén de este grano se encuentra rodeado
por una matriz proteica (Rooney; Pflugfelder, 1986), que juega un papel importante en
la tasa de hidrolisis del almidén. Un incremento en la degradacién de la proteina
favorece la accesibilidad a los granulos de almidon y a su utilizacion por la microflora
ruminal (Tabla 15). En granos humedos de sorgo de alto contenido en tanino, Montiel
et al. (2005), hallaron incremento en la desaparicion in situ de las fracciones de
almidon y de proteina al tratarlos con PEG-4000 y urea. Hill et al. (1991) obtuvieron, en
animales que consumieron granos de sorgo tratados con 2% de urea, una menor
excrecion fecal de materia seca y almidén, indicando un mayor aprovechamiento de la
fraccion de almidon del grano.

La evolucién del pH del liquido ruminal tuvo un comportamiento similar entre
los tratamientos, siendo la interaccién tratamiento x hora de muestreo no significativa
(P>0,05). Por esa razdn, los valores que se presentan en la Tabla 15 corresponden a
los valores promedios obtenidos a lo largo del dia. EI pH ruminal fue inferior en los
tratamientos P y U respecto al tratamiento T (Tabla 15, P<0,05) posiblemente a causa
de la mayor digestibilidad del almidén. Las dietas con altos contenidos de granos de
alta degradabilidad ruminal son rapidamente fermentadas en rumen, conduciendo a
valores de pH relativamente bajos y a altas concentraciones de AGV en el fluido
ruminal (Beauchemin et al., 2001).

La concentracion total de AGV fue superior en P e inferior en T (P<0,05),
mientras que el tratamiento U tendi6 a ser superior a T (P= 0,07, Tabla 15). La menor
concentracion de AGV totales en el tratamiento T puede ser explicada por el efecto
negativo que generan los taninos sobre la fermentacion microbiana. Al agregar taninos
condensados de quebracho a granos de trigo y de maiz se logra disminuir la
fermentabilidad in vitro disminuyendo la produccion de AGV totales (Martinez et al.,
2006).

Las concentraciones molares de acético, butirico e iso-valérico no fueron
modificadas por los tratamientos (P>0,05, Tabla 15). La concentracién de propiénico

fue superior en P, intermedia en U e inferior en T. La mayor fermentabilidad de la
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fraccion almidonosa en las dietas de animales que consumieron el grano tratado con
PEG-4000 o urea pudo haber incrementado la generacion de propiénico. Producto de
la mayor concentracion de propidnico originado en las dietas con PEG-4000 y urea, la
relacion acético/propidnico fue mas baja en estos tratamientos respecto al T (P<0,05,
Tabla 15).

La concentracion de acido iso-valérico no fue diferente entre los tratamientos
(P<0,05). Sin embargo, el acido valérico fue superior en el tratamiento P (P<0,05).
Ademas, se hallé una tendencia (P=0,08) hacia una mayor concentracion de valérico
en los animales que consumieron el tratamiento U respecto al T (Tabla 15). La
fermentacion del aminoacido prolina es la responsable de la produccién de valérico a
nivel ruminal (EI-Shazly, citado por Zavaleta de Lucio, 1976). El grano de sorgo es rico
en proteinas del tipo de las prolaminas, las cuales constituyen entre el 70 y 80% de
las proteinas totales (van Barneveld, 1999). Este tipo de proteinas contienen grandes
cantidades de glutamina, leucina, alanina y principalmente prolina. Se ha demostrado
que los taninos tienen una alta afinidad para unirse a las proteinas que tienen alto
contenido de prolinas (Hagerman y Butler, 1981). Por consiguiente, la incorporacién de
PEG-4000 y urea podria mejorar la digestibilidad de dichas proteinas.

Los tratamientos con PEG-4000 o urea no modificaron las concentraciones de
glucosa en el suero (P>0,05, Tabla 15) de manera similar a lo hallado por Ben Salem
et al. (2005 b). Sin embargo, dichas sustancias incrementaron las concentraciones de
N-NH3 a nivel ruminal y urea en el plasma sanguineo (P<0,05, Tabla 2). Esto puede
atribuirse a la desactivacion de los taninos por el PEG-4000 o la urea, causando un
aumento en la fermentacion de la proteina del grano por accion de los
microorganismos ruminales. Los taninos condensados tienen una mayor afinidad a
formar complejos con el PEG que con las proteinas (Landau et al., 2000). Con la
adicion de PEG-4000 se espera que se produzca una liberacion del complejo proteina-
tanino (Hagerman; Butler, 1981), y por lo tanto un aumento en la digestibilidad
aparente de la PB. Ben Salem et al. (2002) encontraron un aumento respecto al testigo
en el nivel de urea en plasma de ovejas alimentadas con A. cyanophylla y
suplementadas con PEG o con urea. Esto indicaria que ambas sustancias aumentan
la digestibilidad aparente de la fraccion proteica de la dieta actuando sobre los taninos

presentes en el grano.
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Tabla 15: Efecto de la adicion de PEG-4000 o urea sobre la digestibilidad total
aparente de la dieta y sobre los parametros ruminales y plasmaticos.

Variables

Tratamientos!

T U P Valor P | EEM*
Digestion total aparente
Materia seca (%) 439 ¢c 55,4 b 70,5 a 0,005 0,9
Almidén (%) 66,3 c 75,6 b 89,7 a 0,010 1,22
Proteina bruta (%) 33,1b 49,13 a 58,8 a 0,025 2,08
Materia organica (%) 415c 56,6 b 69,5 a 0,011 1,51
Ambiente ruminal
pH 5,93 a 579b 5,43 c <0,0001 | 0,06
N-NH3 (mg/dI) 16,5b 27,8a 24,6 a 0,002 2,35
Acético (mol/100mol) 85,1 76,9 80,5 0,82 5,64
Butirico (mol/2100mol) 14,0 14,7 14,3 0,99 2,53
Propiénico (mol/100mol) 39,1¢c 47,7b 57,3 a 0,02 4,33
Valérico (mol/100mol) 1,39b 1,89b 2,64 a 0,0001 0,24
Iso-valérico (mol/100mol) 3,47 419 3,58 0,51 0,52
AGYV totales 1389 b 146,5b | 157,9a | <0,0001 | 4,14
Acético/Propidnico 2,29 a 1,60 b 1,58b | <0,0001 | 0,18
Metabolitos plasmaticos
Urea (mg/dl) 239b 27,7 a 279 a 0,04 11
Glucosa (mg/dl) 75,9 79,9 80,0 0,37 2,39

1 T: grano de sorgo ensilado; U: grano de sorgo ensilado con la adicion de 2% de
urea en base a la materia seca (MS) del grano; P: grano ensilado con la adicion de
1g de PEG-4000/g de proteina bruta (PB) del grano.
Letras distintas en una misma fila indican diferencias entre dietas (P<0,05, Tukey-

Kramer).

*EEM: error estdndar de la media

Es necesario considerar que una fraccién de la urea incorporada al grano en el

tratamiento U estaria rapidamente disponible a nivel ruminal y pasaria rapidamente a

sangre, produciendo una sobreestimacion de la digestibilidad aparente de la PB. Esto

generaria en consecuencia que dicha variable no sea un buen indicador de la medida

en que la proteina dietaria es aprovechada por el bovino. Sin embargo, la mayor

digestion del almidon en el tratamiento U respecto al T estaria indicando un aumento

en la digestibilidad de la proteina que conforma la matriz que rodea a los granulos de
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almidén del grano, disminuyendo el efecto negativo de los taninos sobre dicha matriz
proteica (Duodu et al., 2003).

5.4.- Conclusiones

Los resultados del presente trabajo confirman que el mayor efecto
antinutricional de los taninos en el grano de sorgo es la disminucion de la
disponibilidad de las proteinas y del almidén. De esta forma la incorporacién, a granos
himedos de sorgos con alto contenido de taninos, de sustancias que capturen los
taninos o impidan las uniones proteinas-taninos permite aumentar la digestibilidad total

aparente de la dieta.
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6. Capitulo 4

EFECTO DEL PROCESO DE ENSILADO SOBRE LOS TANINOS Y LA TEXTURA
DEL ENDOSPERMA. PRODUCCION DE GAS IN VITRO Y RESPUESTA
PRODUCTIVA DE TERNERAS ALIMENTADAS A CORRAL.

Experimentos 7 y 8.

6.1.- Introduccion

La presencia de taninos y la textura del endosperma, juegan un rol importante
sobre el aprovechamiento del grano de sorgo por parte del animal. Los taninos del
sorgo no causan problemas de toxicidad en animales que los consumen, pero si
disminuyen su eficiencia alimenticia dependiendo de la especie animal, el método de
procesamiento del grano y del tipo de dieta (Hahn et al., 1984). La eficiencia
alimenticia (kg de alimento/ kg de ganancia de peso) puede ser mejorada entre un 10
a un 30% comparado con sorgos sin taninos; los animales generalmente consumen
mas alimento para producir las mismas o menores ganancias de peso (Hanh et al.,
1984; Rooney, 2005).

La textura del endosperma determina la dureza o vitrosidad del grano,
existiendo una relacion inversa con la degradacién del almidén (Philippeau; Michalet-
Doreau, 1997; Philippeau et al., 1998). Un grano de sorgo seco vitreo tiene una
digestibilidad in situ un 34% menor respecto a uno harinoso (Miller et al., 1972). La
textura del endosperma, puede causar variaciones en la digestién del almidén a nivel
ruminal, variando entre un 48 a 80% de acuerdo a si el grano tiene textura cérnea o
harinosa, respectivamente (Samford et al., citado por Waldo, 1973). Hibberd et al.
(1982b) evaluaron de almidones, extraidos de la matriz proteica, de genotipos de
sorgo normales y waxy, que diferian en la textura del endosperma y en el contenido de
taninos, sin hallar diferencias en la produccién de gas in vitro de los mismos. Dichos
autores sugirieron que otros factores distintos al tipo de almidén, por ejemplo las
proteinas (relacionadas con la textura) o los taninos, pueden limitar la disponibilidad de
almidén y por lo tanto disminuir la digestibilidad del grano de sorgo cuando se
suministra a los bovinos. Si bien existen evidencias que la textura del endospermay el
contenido de taninos afectan la digestion del grano y por lo tanto la performance
animal, no se conoce cual seria su efecto en forma conjunta sobre granos cosechados

con alto contenido de humedad y ensilados sobre la respuesta animal.
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El almacenamiento del grano de sorgo, alto en taninos, con alto contenido de
humedad y bajo condiciones de anaerobiosis puede modificar la cantidad de taninos
extractables (Cummins, 1971; Reichert et al., 1980; Mitaru et al., 1983, 1984 b y c).
Jansman (1993) indica que la fermentacién anaerébica podria modificar la estructura y
reactividad de los taninos, lo cual los hace menos extractables. Lo que se desconoce
es si durante el proceso de ensilado se produce solo una disminucién de la cantidad
de taninos o también una modificacion de la actividad inhibitoria de los mismos.
Ademas, seria importante conocer si durante el proceso de ensilado se produce
alguna modificacién del endosperma en genotipos contrastantes en la textura (vitreo y
harinoso).

El siguiente capitulo comprende dos experimentos, en el primero se estimaron
los efectos del proceso de ensilado sobre el endosperma de granos contrastantes en
la textura y sobre la actividad de los taninos condensados, evaluandose los mismos a
través de la técnica de produccion de gas in vitro. En el segundo experimento se
evaluaron la utilizacion de granos humedos de sorgos contrastantes en la textura del
endosperma y en la concentracion de taninos sobre la respuesta productiva de

terneras engordadas a corral.

6.2.- Materiales y métodos.

6.2.1.- Materiales experimentales, implantacion del cultivo y confeccién de los

silajes.

Los hibridos que constituyeron los materiales experimentales a evaluar fueron
los siguientes: ACA 559 (ATV: hibrido alto tanino con endosperma vitreo, ACA ®),
ACA 558 (ATH: hibrido alto tanino con endosperma harinoso, ACA ®), ProINTA Blanco
(Blanco, sorgo sin testa pigmentada, sin taninos).

Los sorgos fueron sembrados en un predio de la Reserva 7 de la EEA INTA
Balcarce, sobre un suelo Argiudol tipico de 1,5 m de profundidad efectiva. La siembra
se realizé a 65 cm entre hilera y a una densidad de 9 kg de semilla/ha, y por cada uno
de los genotipos se sembré una extensidén de 5 has. Previo a la siembra se realizé una
aplicacion en forma conjunta de 3,5 | de glifosato, 2 | de atrazina y 2 | de acetoclor. Al
momento de la siembra se realizé una fertilizacién con 120 kg/ha de fosfato di-aménico

y cuando el cultivo tuvo cuatro hojas expandidas se aplicaron 100kg/ha de urea.
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Cuando los granos alcanzaron el 35% de humedad fueron cosechados,
molidos con los rodillos de la maquina embutidora de granos. Posteriormente, fueron
embutidos en una bolsa, de 5 pies de diAmetro, para su correcta conservacion,
realizando un compactado de los mismos con el objeto de generar una ambiente
anaerdbico.

El mismo dia que se cosecharon las parcelas se tomaron muestras de grano
entero y se confeccionaron por cada unos de los genotipos seis microsilajes en
recipientes de PVC similares a los indicados en el capitulo 1. A tres de ellos se les
aseguraron las condiciones de anaerobiosis extrayéndose el oxigeno mediante una
bomba de vacio para que se produzca el proceso de ensilado y una correcta
conservacion. Los mismos fueron mantenidos a temperatura ambiente dentro de un
galpén hasta el momento de su utilizacion. Los tres recipientes restantes fueron
almacenados a -18°C en aerobiosis (no ensilado) para evitar el desarrollo de
microorganismos indeseables. Ambos materiales fueron los que se emplearon

posteriormente en los experimentos de produccion de gas in vitro.

6.2.2.- Andlisis de calidad de los silajes

Al momento de la apertura de los silajes se tomaron muestras representativas
de cada uno de los granos para realizar los siguientes analisis quimico-biolégicos:

a) materia seca (MS, AOAC, 1995)

b) materia organica (MO, AOAC, 1995)

c) almidén (ALM, AOAC, 1995)

d) digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS, usando el sistema de
incubacién Daisy Il (Ankom Technology, Macedon, NY)

e) pH (Baron et. al., 1986)
f) NHs/N total (Chaney y Marbach, 1962)

g) taninos por el método de Folin-Denis (Magalhdes et al., 1997). Esta
determinacién fue realizada en el Instituto de Tecnologia de Alimentos de la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Litoral. Esta
determinacion se realizé sobre los granos ensilado y los almacenados a -18°C

utilizados en los experimentos de produccion de gas in vitro.
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h) proteina bruta (PB, mediante combustién total de la muestra en atmosfera de
oxigeno ultrapuro en un equipo LECO FP528; posteriormente se multiplica el

valor obtenido de la combustién (N) por el factor 6,25, Horneck y Miller, 1998).

6.2.3.- Ensayos de produccion de gas in vitro (Experimento 7).

6.2.3.1.- Tratamientos, disefio experimental y analisis estadistico.

El experimento de produccién de gas in vitro se dividi6 en dos partes, en la
primera se estudio el efecto del proceso de ensilado sobre la fraccion endosperma de
los granos y en la segunda se evalud la actividad de los taninos provenientes de

pericarpios de granos ensilados y no ensilados.

Los granos almacenados de las dos maneras propuestas anteriormente
(ensilado y no ensilado) fueron secados en estufa. Posteriormente se determino, la
proporcion de tegumentos y de endosperma mas embrién, en cada uno de los
genotipos y en ambos tipos de almacenamientos (ensilado y no ensilado) de acuerdo
a lo propuesto por Reichert et al. (1989). Los granos fueron remojados en agua
destilada durante 10 minutos y posteriormente secados con papel secante. Utilizando
un bisturi y una pinza, se seccionaron los tegumentos (pericarpio y testa) y fueron
separados del endosperma y el embrion bajo la imagen de una lupa. Ambos
componentes (pericarpio + testa y endosperma + embridon) fueron secados por
separados y posteriormente pesados para determinar la proporcion de cada uno de

ellos. Esto se realiz6 sobre 50 granos de cada uno de los genotipos.

Otra muestra de granos enteros de cada uno de los genotipos (ensilados y no
ensilados) fueron decorticados en forma mecénica con un molino pulidor de arroz
marca SATAKE®. Dicho molino separa por escarificado mecanico el tegumento,
dejando en otro compartimento el endosperma y el embridon enteros. El pulido o
decortidado de los granos se realiz6 en la EEA INTA Concepcién del Uruguay, y el
molino experimental fue facilitado por el Grupo de mejoramiento genético de arroz.
Una vez obtenida ambas fracciones de los granos, las mismas fueron molidas por
separado en un molino tipo Willey con malla de 1 mm, obteniéndose el material que

posteriormente se utilizé en la determinacién de la produccién de gas in vitro.
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Para evaluar el efecto del proceso de ensilado sobre la produccién de gas in
vitro de endospermas provenientes de diferentes hibridos se generaron 6 tratamientos
producto de la combinacion de los hibridos (ATV, ATH y Blanco) y el tipo de
almacenamiento (ensilado y no ensilado). Cabe aclarar que en esta parte del ensayo
solo se incubd la fracciébn endosperma y embrién (sin tegumentos) de los diferentes
hibridos sometidos al proceso de ensilado o no. Por cada uno de los tratamientos se
confeccionaron tres frascos y se realizaron tres corridas diferentes. Los parametros
obtenidos de la produccién de gas fueron analizados en un DBCA con un arreglo
factorial (hibridos y tipo de almacenamiento) utilizando la corrida como factor de

bloqueo y bajo el siguiente modelo matematico:

Yi = M+ Hi+ Ay + (HA); + Cy + g,
donde:
Yii: variable observada,
M: media general,
H;: efecto del i-ésimo hibrido,
A;: efecto del j-ésimo tipo de almacenamiento,
(HA);: efecto de la interaccion entre el hibrido y el tipo de procesamiento,
Cy: efecto del i-ésimo blogue (corridas, k=3),

Ejui: error experimental.

El efecto del proceso de ensilado sobre la actividad inhibitoria de los taninos
fue evaluado de la siguiente manera: al endosperma de los granos ensilados de cada
hibrido se le agreg6 diferentes proporciones de taninos: 0, 50, 100 y 150% de la
concentracion de taninos presente en el pericarpio del grano ensilado. Los taninos
provenian de su mismo pericarpio de los granos ensilados y no ensilados, sobre los
cuales se habia determinado previamente la concentracién de taninos para calcular las
dosis. De esta manera, los tratamientos se originaron por la combinacién del tipo de
almacenamiento (pericarpios de los granos ensilados y no ensilados) y las diferentes
proporciones de taninos. Por cada uno de los tratamientos se confeccionaron tres
frascos y se realizaron tres corridas diferentes Los parametros se analizaron en un
DBCA utilizando la corrida como factor de bloqueo y anidando dentro de cada hibrido
el arreglo factorial tipo de almacenamiento y proporciones de taninos bajo el siguiente

modelo matematico:
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Yhik = M+ Hy +Ai i+ Piny + (AP)jmy + Ci + Enju,
donde:
Yii: variable observada,
M: media general,
Hp: efecto del h-ésimo hibrido,
Ain): efecto del i-ésimo tipo de almacenamiento anidado dentro de cada
hibrido,
Pin: efecto de la j-ésima proporcion de taninos anidada dentro de cada
hibrido,
(AP)jn): efecto de la interaccion entre el tipo de almacenamiento y la
proporcion de taninos anidada dentro de cada hibrido,
Cy: efecto del i-ésimo bloque (corridas, k=3),

Enji- €rror experimental.

Los andlisis se realizaron con el procedimiento GLM (General Linear Models)
de SAS (2009) y las medias se compararon con el test de Tukey-Kramer. Se
consideraron diferencias entre tratamientos estadisticamente significativas, y no
significativas cuando la probabilidad del error fue menor o mayor al 5%,

respectivamente.

6.2.3.2. Determinacién de la produccién de gas in vitro.

Se utilizé la técnica de produccion de gas in vitro propuesta por Mauricio et al.
(1999), la cual mide la presion de gas generada por la fermentacién de un sustrato
incubado con una solucién que consta de liquido ruminal de un animal donante. Se
usaron frascos de vidrio de 125 ml, en los cuales se colocaron 0,3 g de material
correspondiente a cada tratamiento. Por cada tratamiento se pesaron tres botellas que
fueron posteriormente inoculadas con un preparado que contenian liquido ruminal.
Cada uno de los frascos fue cerrado herméticamente con un tapén de goma y un
precinto de aluminio para asegurarse el completo almacenamiento dentro del frasco

del gas generado.

El in6culo fue preparado con fluido ruminal, una solucién buffer, agua destilada
y una solucién con sulfato de amonio. La solucion buffer contiene por cada litro: 46,5 g
de Na,SO, (12H,0), 49 g de NaHCO,, 2,35 g de NaCl, 2,85 g de KCI, 0,64 g de MgCl
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y 0,2 g de CacCl,. La solucién final, producto de la mezcla del agua mas la solucion
buffer y la solucién de sulfato de amonio fue gaseada con CO, hasta alcanzar un pH
entre 6,7 y 6,8, y se dosificaron 40 ml dentro de cada botella el dia anterior. Antes de
iniciarse la incubacion, las botellas se colocaron en un bafio de agua a 39°C una hora

antes de inocularse con el liquido ruminal.

El liquido ruminal fue extraido de una vaca donante de raza Aberdeen Angus
de 435 kg, provista de una canula ruminal de 11 cm de diametro. La dieta de dicho
animal estuvo compuesta por 4 kg de heno de gramineas, 4 kg de heno de alfalfa, 2 kg
de grano de maiz molido y 1 kg de harina de girasol. Una vez extraido el fluido
ruminal, fue almacenado en un recipiente térmico, posteriormente filtrado con dos
capas de gasa y mantenido a 39°C con un gaseado constante con CO,. Cada frasco
fue inoculado con 10 ml de liquido ruminal y, previo a ser sellados herméticamente con
tapén y precinto de aluminio, fueron gaseados con CO, para mantener la anaerobiosis.
Durante todo el periodo de incubacion los frascos permanecieron suspendidos en un

bafio de agua a 39°C.

La produccion de gas fue estimada a través de mediciones sucesivas de
presion acumulada utilizando un manémetro digital manual PSI-TRONIX® provisto de
una aguja de 0,8 x 25 mm. Al principio de cada medicién el contenido de los frascos
fue homogeneizado por agitacion manual para expulsar todas las burbujas de gas que
pudieran quedar atrapadas en el liquido. Luego de cada medicién se dejaba unos
instantes la aguja, con el objeto de liberar todo el gas para igualar la presién del
interior del frasco en la del ambiente. Esto tiene como objeto evitar que la presion
acumulada en el interior del frasco sea excesiva y produzca algun efecto negativo

sobre el crecimiento de la poblacion bacteriana.

Los valores de presion obtenidos en cada horario fueron corregidos para la
cantidad de MO incubada y restdndoles también la presién generada por el blanco o
control negativo (frascos que contenian solo liquido ruminal sin sustrato) en dicho
horario. Los datos de presion fueron transformados en volumen de gas, y para ello, los
valores corregidos de presion (restando los blancos) fueron multiplicados por el factor
4,7. Dicho factor fue obtenido experimentalmente y relaciona la variacion del volumen

con respecto a la presion.

Los datos de produccibn de gas obtenidos se ajustaron mediante el

procedimiento NLIN de SAS (2009) al modelo propuesto por France et al. (1993):
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y=A[l- exp(-b(t—L)—c (\/t—\/L))]

en donde:
y, representa la produccion total de gas al tiempo de incubacion t,
A, es la produccion potencial de gas (mL)

b, describe la tasa fraccional de produccion de gas (mL/h)

c, es la tasa constante de produccién de gas (h™?)

L, representa el periodo de latencia antes que la produccion de gas se inicie (fase de

retraso 6 Lag time).

A partir de los datos anteriores se calculé el tiempo para alcanzar la mitad de la

asintota (T/2, h) y también el ritmo de produccién de gas (u a T/2, /h) en ese punto:
T/2= {[-d/2+(d¥4+c(cL+dVL-In(1/2)))]/c}2
U = c+(d/2V(T/2))

La produccién de gas fue estimada a través de mediciones sucesivas de
presion acumulada utilizando un mandémetro digital ala 1, 2, 3, 9, 12, 24, 48, 72 y 96
horas de iniciada la incubacién. Los tratamientos fueron incubados por triplicados (tres

botellas) en tres corridas sucesivas.

6.2.4.- Ensayo de engorde a corral (Experimento 8).
6.2.4.1.- Sitio experimental, animales, tratamientos y disefio experimental.

En ensayo de la respuesta productiva de terneras engordadas a corral, se
realiz6 en los corrales de la Reserva 7 de la EEA INTA Balcarce. Para ello se utilizaron
45 terneras de raza Aberdeen Angus de 188 + 12 kg de peso vivo promedio y de
tamafio corporal adulto 3 (BIP, 2010), las cuales fueron asignadas al azar a cada uno
de los tratamientos.

Las terneras fueron distribuidas en 9 corrales de cinco animales cada uno, de

acuerdo a los tratamientos, obteniéndose de esta manera tres repeticiones por
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tratamientos (tres corrales por tratamiento). El disefio experimental utilizado fue un
completamente aleatorizado con tres tratamientos y tres repeticiones (corrales).

Los tratamientos se generaron con el objeto de evaluar los tres genotipos de
sorgos, que difieren en la textura del endosperma y el contenido de taninos, como
principal componente en dietas de engorde a corral. De acuerdo a esto quedaron
conformados los siguientes tratamientos:

ATV: 70 % de la dieta (base seca) con grano de sorgo alto en taninos y de

endosperma vitreo (ACA 559®).

ATH: 70% de la dieta con grano (base seca) de sorgo alto en taninos y de

endosperma harinoso (ACA 558®).

Blanco: 70% de la dieta con grano (base seca) de sorgo blanco sin taninos

(ProINTA Blanco®).

El resto de la dieta estuvo compuesto por 12% de silaje de maiz, 17% de
harina de girasol y 1% de una premezcla vitaminico mineral. Dicha premezcla contenia
en base a materia seca 76,9% de conchilla, 5,6% de sal, 14,6% de nucleo vitaminico
mineral, 2% de Rumensin® y 0,9% de urea. Los animales fueron alimentados ad
libitum durante 56 dias (sin incluir los 20 dias de acostumbramiento), asegurando un
5% de rechazo, en una entrega diaria por la mafiana. Durante el periodo de
acostumbramiento los animales comenzaron a comer una dieta con 50% de silaje de
maiz, 30% de grano humedo de sorgo y 20% de harina de girasol. El porcentaje de
silaje de maiz fue disminuyendo gradualmente hasta reemplazarlo por el

correspondiente nivel de grano humedo de sorgo.

6.2.4.2.- Mediciones y muestreos

Sobre los animales se evaluaron las siguientes variables:

1.- Peso vivo (kg): el peso vivo inicial y final se determind en forma individual
durante dos dias consecutivos para minimizar el efecto de llenado. Ademas, durante el
ensayo se realizaron pesadas individuales cada 14 dias hasta la finalizacion del
periodo de engorde con el objeto de controlar el aumento de peso de los animales.

2.- Consumo de materia seca (CMS, kg/dia): el consumo de la dieta se midié
semanalmente durante tres dias consecutivos por semana, por diferencia entre el peso

ofrecido y el rechazado.
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3.- Espesor de grasa dorsal: cada 28 dias de determin6 mediante
ultrasonografia in vivo el espesor de la grasa subcutdnea de cada animal en la zona
de proyeccion del espacio intercostal de la 12°y 13° costilla izquierda. Al igual que con
la determinacion del peso vivo, los espesores de grasa subcutanea inicial y final fueron
determinados durante dos dias consecutivos.

A partir del peso vivo inicial y final, y del consumo diario de materia seca se
estimaron el aumento diario de peso vivo (ADPV, kg/dia) y la eficiencia de conversion
del alimento (EC, kg ADPV/kg CMS).

Sobre cada uno de los componentes de la dieta se extrajeron muestras
semanalmente y se realizaron los siguientes analisis quimico-biolégicos:

a) materia seca (MS, AOAC, 1995)

b) materia organica (MO, AOAC, 1995)

c) almidén en los silajes (ALM, AOAC, 1995)

d) digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS, usando el sistema de

incubacién Daisy Il (Ankom Technology, Macedon, NY))
e) pH en los silajes (Baron et. al., 1986)
f) NHs/N total en los silajes (Chaney y Marbach, 1962)

g) taninos en los granos de sorgo por el método de Folin-Denis (Magalhdes et
al., 1997). Esta determinacion fue realizada en el Instituto de Tecnologia de
Alimentos de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del

Litoral.

h) proteina bruta (PB, mediante combustion total de la muestra en atmdésfera
de oxigeno ultrapuro en un equipo LECO FP528; posteriormente se multiplica
el valor obtenido de la combustién (N) por el factor 6,25, Horneck y Miller,
1998).

6.2.4.3.- Andlisis estadistico de los datos.

Los andlisis de los datos de consumo, ganancia de peso, eficiencia de
conversion y espesor de grasa dorsal se realizaron utilizando el procedimiento GLM
(General Linear Models) de SAS (2009) y las medias se compararon con el test de

Tukey-Kramer. Debido a que el espesor de grasa inicial resulto diferente (P<0,05)
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entre los tratamientos, se utiliz6 como covariable para corregir la tasa de
engrasamiento. Se consideraron diferencias entre tratamientos estadisticamente
significativas, y no significativas cuando la probabilidad del error fue menor o mayor al

5%, respectivamente.

6.3.- Resultados y discusién.

6.3.1.- Ensayos de produccién de gas in vitro (Experimento 7)

Los parametros obtenidos a partir de la fermentacién de los endospermas de
los diferentes hibridos sometidos a diferentes tipos de almacenamientos (ensilado y no
ensilado) se presentan en la Tabla 16. El tipo de almacenamiento y los hibridos no
tuvieron efectos (P>0.05) sobre la produccion de gas potencial predicha por el modelo
(A, ml) y el tiempo de retardo (L, h) en comenzar la fermentacion del endosperma, a su
vez la interaccién entre dichos factores no fue significativa (P>0,05), razon por la cual

se presentan los valores promedios en la Tabla 16.

Tabla 16: Produccién de gas potencial y tiempo de retardo de los endospermas de
diferentes hibridos y tipos de almacenamientos.

Factores Item A (ml) L (h)
Blanco 252,7 1,90
ATH 257,2 1,87
Hibridos ATV 254.3 1,77
EEM 3,57 0,081
Valor P= 0,661 0,489
Ensilado 251,5 1,82
Tipos de No ensilado 257,9 1,87
almacenamiento | EEM 2,92 0,066
Valor P= 0,127 0,619

A: produccioén de gas potencial
L: tiempo de retardo o lag

ATH: alto tanino harinoso

ATV: alto tanino vitreo

EEM: error estandar de la media

Debido a que los taninos estan presentes principalmente en la testa y también

en el pericarpio (Reichert et al., 1980), el proceso de decorticado remueve dichas
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sustancias de los granos. Por esa razoén, el efecto de los taninos no fue evidente entre
los hibridos tanto en la produccién de gas in vitro como en el tiempo de retardo o lag
(Tabla 16) dado que no estuvieron presentes porque se incubd solo la fraccién
endosperma.

Un grano con una mayor proporciéon de endosperma harinoso alcanza una
mayor digestibilidad respecto a uno con mayor proporcion de endosperma vitreo
(Miller et al., 1972; Samford et al., citado por Waldo, 1973). Ademas, Hibberd et al.
(1982a, 1985) indicaron que los granos mMAas vitreos presentan una menor
disponibilidad del almidén, reflejada en una menor cantidad y tasa de produccién de
gas in vitro respecto de los harinosos. Kotarski et al. (1992) demostraron una mayor
tasa de desaparicion in vitro del almidén en lineas de sorgo con endosperma harinoso
respecto a lineas con endosperma vitreo. A pesar de ello, esta tendencia no se reflejo
en este experimento, ya que no se hallaron diferencias en la produccién de gas y el
tiempo necesario para iniciar la fermentacion entre los genotipos ATV y ATH (Tabla
16). Cabe aclarar que en todos los trabajos citados anteriormente, a diferencia de lo
propuesto en este experimento, se evaluaron granos cosechados con 14 % de
humedad, es decir en el estado de madurez de cosecha, mientras que en este trabajo
se usaron granos cosechados en la madurez fisiolégica.

Existen evidencias que indican que la matriz proteica no estaria completamente
endurecida y se encontraria expandida cuando el grano se encuentra en la madurez
fisiologica (Sullins; Rooney, 1971). Esto podria provocar que los granulos de almidon
sean mas susceptibles para ser atacados y fermentados por las bacterias ruminales, y
por lo tanto no se presenten las diferencias que pueden ser ocasionadas por la textura
mas vitrea o harinosa, tal como se observé en este ensayo. Por esa razén, las
diferencias entre genotipos, por ejemplo en la textura del endosperma, pueden ser
minimizadas o anuladas ensilando el grano humedo en el momento de la madurez
fisioldgica.

El tiempo medio en el cual se alcanza la mitad de la produccion de gas (T/2, h)
y la tasa de produccién de gas en ese punto (1 a T/2, /h), dependieron del hibrido y del
tipo de almacenamiento en forma conjunta, siendo las interacciones entre dichos
factores significativas (P<0,05). El proceso de ensilado solo madific6 dichos
parametros en el endosperma del sorgo blanco ensilado, aumentando la tasa de
produccién de gas y por consiguiente disminuyendo el tiempo necesario para alcanzar

la mitad de la fermentacion total (P<0,05, Tabla 17). En los hibridos con alto contenido
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de en taninos y con diferentes texturas de endosperma el proceso de ensilado no
afecto ninguno de los parametros evaluados (Tabla 17).

Durante el proceso de ensilado del grano cosechado humedo puede producirse
una serie de alteraciones en la estructura y composicion quimica del grano, producto
de la actividad de los microorganismos presentes. Riggs (citado por Ware et al., 1977)
sugiere que el ensilado puede provocar la ruptura de la matriz proteica causando un
incremento en la solubilidad del nitrégeno y permitiendo que la enzimas hidrolicen las
moléculas de almidén. Ware et al. (1977) hallaron, en un grano de sorgo bajo en
taninos ensilado, una mayor produccidn de nitrbgeno amoniacal respecto al mismo
grano no ensilado, sin modificarse la cantidad de proteina bruta. Esto indicaria que
durante el proceso de ensilado puede existir una hidrélisis de la proteina presente en
la matriz que rodea los granulos de almidon, y por lo tanto aumenta su fermentabilidad.
A pesar de ello, dicho efecto es dependiente de la concentracién de taninos, ya que

Unicamente se presentd en el genotipo sin taninos (Tabla 17).

Tabla 17: Tiempo a la mitad de la produccion de gas y la tasa en ese punto de los
endospermas de los diferentes hibridos y almacenamientos.

] _ _ Hibridos
Pardmetros | Tipo de almacenamiento
Blanco ATH ATV
Ensilado 6,82 7,86 7,70
No ensilado 7,78 7,85 7,87
T/2 (h)
EEM 0,118 0,118 0,118
Valor P= <0,0001 0,94 0,28
Ensilado 0,18 0,146 0,138
No ensilado 0,14 0,148 0,143
paT/2 (/h)
EEM 0,007 0,007 0,007
Valor P= 0,0004 0,83 0,59

T/2: tiempo transcurrido hasta que se alcanza la mitad de la produccién de gas
total.

M a T/2: tasa en el punto en el que se alcanza la mitad de la produccion de gas
total.

ATH: alto tanino harinoso

ATV: alto tanino vitreo

EEM: error estandar de la media

Si se comparan la generacion de nitrégeno amoniacal producida por los

diferentes hibridos ensilados durante el proceso de ensilado, se observa que el grano
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blanco ensilado produjo en promedio un 77% mas de nitrdgeno (P<0,05) respecto a
los otro dos hibridos altos en taninos (4,62, 2,59 y 2,62 % N-NHs/NT para los hibridos
Blanco, ATH y ATV, respectivamente). Cabe aclarar, que a pesar de ello los valores de
PB de los silajes no fueron diferentes (P>0,05) entre los hibridos, y alcanzaron en
promedio un 7,04%. Durante el proceso de ensilado los granos se encontraban
completos, ya que el decorticado se realizo posteriormente al mismo, por lo cual, la
presencia de taninos en los genotipos ATV y ATH posiblemente ocasiondé una
inhibicién en la actividad de los microorganismos presentes en el silaje, y por lo tanto
una disminucién en la degradacién de la proteina, indicada por una menor produccion
de N-NH3/NT en dichos silajes. La presencia de los taninos disminuye la disponibilidad
de la PB debido a la formacién del complejo proteina-taninos y a la inhibicién de las
enzimas proteoliticas de las bacterias (Albrecht; Muck, 1991 y Gongalves et al., 1999),
lo cual explicaria la menor produccion de N-NHs/NT en los ensilajes de los genotipos
altos en taninos.

El efecto del proceso de ensilado sobre la concentracién y actividad de los
taninos se evalué también mediante la produccién de gas in vitro en la segunda parte
del ensayo. En la Tabla 18 se presenta el efecto del proceso de ensilado sobre la
concentracion de taninos en el grano. En los sorgos altos en taninos hubo una
significativa (P<0,05) disminucién en la concentracion de taninos luego de ser
sometidos a un proceso de ensilado, y la misma fue del 46,6 y 50,1% para los hibridos
ATV y ATH, respectivamente. Esto fue coincidente con lo hallado en el experimento 2
(Capitulo 1), donde se obtuvo una reduccién del 57% en la concentracion de taninos
luego del proceso de ensilado. La disminucién del contenido de taninos luego del
proceso de ensilado ha sido indicada por varios autores (Cummins, 1971; Mitaru et al.,
1984 a y b; Osman, 2004) y discutida en el Capitulo 1. La reduccién en el nivel de
taninos obtenida con estos hibridos estuvo en el orden de lo hallado por Cummins
(1971) quien indicé disminuciones de aproximadamente un 50%. Myer et al. (1986) y
Osman (2004), hallaron menores niveles de reduccion en el nivel de taninos, luego de
un proceso fermentativo, indicaron valores maximos de hasta un 30%. Posiblemente la
diferencia se deba a que los granos con los que trabajaron hayan tenido menores

concentraciones de taninos iniciales.
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diferentes hibridos de sorgo.
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sobre la concentracion de los taninos de

Concentracion de taninos *
Tipo de almacenamiento Blanco ATV ATH
Ensilado 38,7 1951 202,9
No ensilado 34,2 365,6 406,87
EEM 10,6 10,6 10,6
Valor P= 0,9996 <0,0001 <0,0001

! 'mg eq. de Aacido tanico / 100 g de muestra, base materia seca (Método de Folin

Denis).

Los polifenoles detectados en el hibrido Blanco (sorgo que no presenta una
testa pigmentada, Tabla 18) se deben principalmente a un error en el método que lo
determina. EI método de Folin-Denis es del tipo colorimétrico que cuantifica grupos
fendlicos totales, basandose en reacciones de oxido reduccion (Schofield et al., 2001).
Al determinar fenoles totales, otros compuestos que no son taninos condensados,
como serian los acidos fendlicos y los flavonoides, pueden dar reacciones positivas
con el reactivo de Folin-Denis, razén por la cual en el hibrido Blanco se obtuvieron
valores en promedio de 36 mg de &cido tanico/100 g de muestra. A pesar de ello, si
bien este protocolo no discrimina &cidos fendlicos y flavonoides de taninos
condensados, puede ser usado en el grano de sorgo, debido a que el mismo posee en
su composicion quimica solo pequefias cantidades de otros compuestos que no sean
taninos (Hahn et al., 1984; Magalhées et al., 1997).

Respecto a los parametros que caracterizan la produccién de gas in vitro, en el
hibrido Blanco, no se hallaron efectos (P>0,05) debidos al tipo de almacenamiento ni a
las proporciones de pericarpios agregadas sobre los parametros estimados, y los
valores promedios fueron de 277,6 ml, 1,91 h, 6,09 hy 0,164/h para A, L, T/2y pa T/2,
respectivamente. Esto indica que la produccion de gas de un sorgo sin taninos, como
el hibrido Blanco, no se ve afectada por las proporciones en la que se agrega el
pericarpio ni por el tipo de almacenamiento al que se vio sometido este ultimo previo al
decorticado. Esto esti explicado principalmente porque dicho genotipo no presenta
taninos condensados en el grano que afectarian su produccion de gas in vitro y por lo
tanto tu digestion. Similares resultados fueron hallados por Riffel (2007) quien no hallo
diferencias en la produccion de gas de un sorgo bajo en taninos, comparando la

incubacién de un grano completo y el mismo pero decorticado.
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El tipo de almacenamiento tampoco tuvo efecto (P>0,05) sobre los parametros
en los hibridos altos en taninos, y los valores promedios entre ensilado y no ensilado
fueron de 239,3ml, 2,14 h, 7,79 hy 0,126/h y 237 ml, 2,11h, 7,41 h y 0,136/h para A,
L, T/2y paT/2 de los hibridos ATH y ATV, respectivamente.

A diferencia de lo anterior, los parametros que caracterizan la produccion de
gas in vitro, si fueron modificados por el agregado de taninos (Tabla 19). El incremento
en las cantidades de taninos agregadas produjo una disminucion (P<0,05) de los
volimenes totales de gas producidos (A) y las tasas de produccién de gas en el
tiempo de alcanzada la mitad de la fermentacién (4 a T/2) en ambos hibridos altos en
taninos (Tabla 19). De forma contraria, el aumento en la cantidad de taninos también
incremento el tiempo de retardo en iniciarse la fermentacién (L) y el tiempo necesario

en alcanzar la mitad de la asintota (T/2) (Tabla 19).

Tabla 19: Efecto del agregado de diferentes proporciones de taninos sobre los
parametros de produccién de gas in vitro de los granos alto taninos con diferentes
texturas de endosperma.

Proporciones de taninos (%)
Parametros 0 50 100 150 ValorP | E.E.M.
A (ml) 2716a |2531b [2257c |206,7d |<0,0001 | 277
ATH L (h) 191a 2,13 b 221c 2,33d <0,0001 | 0,021
T/2 (h) 6,09 a 7,19b 8,16 c 9,73d <0,0001 0,095
paT/2(h) |0,163a |0,133b 0,113c |0,092d | <0,0001 | 0,0018
A (ml) 280,6a |2593b |222,1c |1859d |<0,0001 4,94
ATV L (h) 1,76 a 2,01b 2,29 ¢ 2,38d <0,0001 | 0,021
T/2 (h) 5,66 a 6,40 b 7,80 c 9,77d <0,0001 0,162
paT/2(/h) | 0,174a |0,154b 0,123c |0,093d |<0,0001 | 0,0033

Letras diferentes dentro de una misma fila indican diferencias significativas. Test de
Tukey-Kramer (P<0,05).

A: produccioén de gas potencial

L: tiempo de retardo o lag

T/2: tiempo transcurrido hasta que se alcanza la mitad de la produccion de gas total.

K a T/2: tasa en el punto en el que se alcanza la mitad de la produccion de gas total.
E.E.M.: error estandar de la media.

Varios tratamientos han sido propuestos para reducir el contenido de taninos y
aumentar su valor biolégico en el grano de sorgo, entre ellos se puede citar el
decorticado del mismo (Chibber et al., 1978; Chibber et al., 1980). En este trabajo,

cuando se incubaron los granos alto en taninos sin pericarpio se obtuvieron los
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mayores niveles de produccion de gas in vitro y por lo tanto la mayor fermentacién
(Tabla 19).

Hibberd et al. (1982a) y Streeter et al. (1990a) encontraron que la produccion
de gas in vitro de variedades de sorgos resistentes a pajaros fue mas baja respecto a
hibridos normales, lo cual estuvo asociado al contenido de taninos presentes en los
hibridos antipajaros. Opatpatanakit et al. (1994) también indicaron que la presencia de
taninos en el grano afecta la produccién de gas in vitro del sorgo. Las menores
producciones potenciales de gas in vitro y menores degradabilidades in vitro se
obtuvieron en los hibridos de sorgos denominados como resistentes a pajaros y con
mayores contenidos de taninos (Cabral Filho, 2004). A su vez, dicho autor también
hallo un mayor tiempo de colonizacién estimado o lag time en un hibrido con alta
concentracion de taninos (Cabral Filho, 2004). Por su parte, Pires (2007) concluy6 que
la reduccion en el tiempo de colonizacion de la bacterias al sustrato en silajes de
sorgos esté favorecido por la presencia de sustancias rapidamente fermentable y la
ausencia de factores antinutricionales como los taninos condensados.

Los cultivos discontinuos de microorganismos ruminales en combinacion con la
técnica de produccion de gas in vitro son sistemas cerrados que resultan confiables
para detectar compuestos capaces de inhibir la fermentacién ruminal (Khazaal et al.,
1994). En varias ocasiones, ha sido observado que los taninos reducen tanto el ritmo
como la extension de la produccion de gas (Getachew et al., 2000; Frutos et al., 2004;
Reina et al., 2007). Esto probablemente se deba a un detrimento en la adhesion
microbiana a las particulas del alimento (McAllister et al., 1994) y/o a una inhibicion del
crecimiento y de la actividad enzimaticas de la microflora ruminal (McSweeney et al.,
2001; Smith et al., 2005).

En este ensayo, tal como puede apreciarse en las figuras 11y 12, las tasas de
fermentacion de los genotipos ATH y ATV se modificaron con la presencia de
diferentes dosis de taninos, principalmente durante las primeras doce horas de iniciada
la fermentacion, aunque los perfiles de liberacién de gas fueron similares. En ambos
hibridos las mayores tasas se presentaron a las tres horas de iniciada la incubacién
para 0 y 50, y tres horas después (seis) para las dosis de 100 y 150. Ademas, a
medida que aumentaba la proporcion de taninos disminuyeron las tasas de produccion
de gas en ambos hibridos durante las primeras doce horas y dichas disminuciones
fueron diferentes (P<0,05) entre todas las proporciones en ambos hibridos (Figuras 11
y 12). Esto ratifica el impacto que tienen los taninos condensados sobre las primeras

horas de la fermentacioén ruminal (Reina et al., 2007).
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Figura 11: Tasas de produccién de gas in vitro producto de la fermentacion del grano
hiamedo de sorgo ATH con diferentes porcentajes de agregado de taninos (0, 50, 100
y 150), valores promedios de taninos provenientes de granos ensilados y no ensilados.
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Figura 12: Tasas de produccidn de gas in vitro producto de la fermentacion del grano
hamedo de sorgo ATV con diferentes porcentajes de agregado de taninos (0, 50, 100 y
150) valores promedios de taninos provenientes de granos ensilados y no ensilados

Reina et al. (2007) resaltaron que la mayor variacion relativa y el mayor

impacto de los taninos presentes en los granos de sorgo ocurren durante las primeras
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12 horas de incubacién, ya que durante ese periodo vieron incrementadas la
produccién acumulada total en un 13% y las tasas de gas in vitro de produccién
cuando los taninos no ejercieron su efecto negativo porque fueron bloqueados con
polietilenglicol. Dichos autores también detectaron un incremento en la fase de latencia
o lag time ante la presencia de taninos, de manera similar a lo observado en este
trabajo.

Pires (2007) observo en silajes de lineas isogénicas de sorgos que diferian solo
en contenido de taninos, con y sin taninos, que la produccién acumulada de gasesy la
degradabilidad de la materia seca fueron superiores, en un 18 y 40% respectivamente,
en la linea sin taninos comparado con la otra. Esta comparacion sugiere que los
taninos comprometen la degradabilidad y la produccion de gas del genotipo que
presenta alto contenido de dicho factor antinutricional.

Davis y Hoseney (1979a) observaron que los taninos aislados de granos de
sorgo son capaces de producir inhibicion en la actividad de la a-amilasa. El gas
producido in vitro por un hibrido de sorgo molido con alta cantidad de taninos fue la
mitad respecto a uno sin taninos (Saba et al.,, 1972). Resultados similares hallaron
Streeter et al. (1990a) quienes observaron que la produccion de dioxido de carbono
fue significativamente (P<0.01) menor en los sorgos alto en taninos luego de 6 y 12
horas de incubacién, al comparar uno waxy vs waxy con taninos, y uno normal vs
normal con taninos. La baja produccién de gas en sorgos con taninos molidos
probablemente resulta de la inactivacion de la amiloglucosidasa por los taninos
(Rooney y Pflugfelder, 1986).

Hinder y Eng (1971) evaluaron el efecto de los taninos sobre la disponibilidad
del almidon a través de la produccion de gas de granos molidos de tres diferentes
genotipos: 1) tres hibridos con endosperma corneo y sin taninos, 2) tres hibridos con
endosperma normal y sin taninos y 3) dos hibridos con alto contenido de taninos.
Dichos autores hallaron diferencias en la produccion de gas, y la misma fue dos veces
superior en los genotipos sin taninos respecto a los con taninos (2.4, 29y 1.2 ml
gas/hora para sorgos con endosperma cOrneo, harinoso y con taninos
respectivamente). De manera similar, McGinty y Riggs (1968) evaluaron in vitro la
digestibilidad del endosperma de tres hibridos diferentes de sorgo sin hallar diferencias
entre los mismos. Sin embargo, cuando les agregaron el pericarpio de dos de ellos
(altos en taninos) observaron una disminucion de la digestibilidad. Esto indicaria que
los taninos tienen una fuerte influencia sobre la degradabilidad del almidén y que a su

vez podria ser mas importante su efecto que el del tipo de endosperma.
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La reduccién de produccién de gas, como consecuencia de la presencia de
taninos no solo se ha detectado en el grano de sorgo, sino también en otras especies
gue contienen dichas sustancias (Leinmuller et al., 1991; Waghron et al., 1994;
Aharoni et al., 1998; Abdulzarak et al., 2000; Hervas et al., 2000). Ademas, la
reduccion del ritmo de la degradacién ruminal de los alimentos es uno de los efectos
mas indicados de los taninos (Makkar et al., 1995b; Salawe et al., 1997 a y b), de
manera similar a lo ocurrido con los genotipos altos en taninos evaluados en este
experimento.

Partiendo del principio que los gases producidos dentro de fermentadores
reflejan la degradacion del material incubado, las tasas y el maximo potencial de
producciéon de gases son los principales parametros para evaluar la calidad del grano
a través de esta técnica. Por lo tanto, los granos serian mas fermentables o digestibles
cuando presentan los mayores valores de produccion de gas potencial asociados con
altas tasas y una mayor fermentacion en menos tiempo de incubacion. En este
ensayo, el agregado en forma progresiva de taninos disminuyd la fermentacion de los
granos ATH y ATV, lo cual confirmaria que el efecto de los taninos es dependiente de
la concentracion en la que se presenten en el grano (Schaffert et al., 1974; Rodriguez
et al. 1999; Montiel, 2003; Riffel, 2007). Ademas, dicho efecto es independiente de si
los taninos provenian de pericarpios de granos ensilados o no ensilados, lo cual
indicaria que el proceso de ensilado no modificaria la actividad inhibitoria de los
taninos ya que no se hallaron efectos debidos al método de almacenamiento. Esto
sugiere que la mejora en la digestiébn de los granos generada por el proceso de
ensilado estaria dada por una disminucién en la cantidad de taninos y no por una

disminucién en su actividad.

6.3.2.- Ensayo de engorde a corral (Experimento 8).

La composicion quimica y la digestibilidad de los diferentes silajes de granos
utilizados en el ensayo se presentan en la Tabla 20. En términos generales los
contenidos de PB y ALM fueron similares entre los diferentes granos, sin ser afectados
por el nivel de taninos ni la vitrosidad del grano. Los pH de los silajes de granos
tampoco fueron similares entre los genotipos y en promedio de 4,04 (Tabla 20). Los

bajos pH registrados en los silajes obtenidos en este trabajo, indican que el proceso de
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fermentacion y las caracteristicas de conservacion fueron adecuadas y garantizando la

estabilidad en condiciones de acidez por un largo periodo de tiempo.

Numéricamente la DIVMS a las 48 horas fue superior en el sorgo Blanco,
intermedia en el ATV e inferior en el ATH (Tabla 20). A pesar de presentar similares
contenido de almidén, el genotipo Blanco fue en promedio un 8% mas digestible
respecto a los altos en taninos, lo cual indica el efecto de dichas sustancias sobre la
digestion de los granos. Numerosos autores han indicado que la digestibilidad de un
grano con alto contenido de taninos es menor que un genotipo con bajo o sin taninos
(Saba et al., 1972; Schaffert et al., 1974; Hibberd et al., 1982a; Hibberd et al., 1985;
Streeter et al., 1990 a; Montiel, 2003; Riffel, 2007).

Si bien los genotipos no presentaron diferencias en el contenido de PB, siendo
en promedio 7,04%, el porcentaje de N-NH3/NT fue numéricamente un 77% en
promedio superior en el sorgo Blanco respecto al ATV y ATH. Como se indicé
anteriormente, en al capitulo 1, la mayor produccién de N-NHz/NT en el silaje de grano
humedo del genotipo Blanco, se debe a la accion de las bacterias proteoliticas que
estan presentes durante el proceso de ensilado, y que nos son inhibidas por la
presencia de los taninos (Gongalves et al.,1999; Albrecht; Muck,1991).

Tal como se busco de acuerdo a los objetivos del ensayo, las concentraciones
de taninos entre los genotipos ATV y ATH respecto al Blanco (sin taninos) fueron

notablemente diferentes (Tabla 20).

Tabla 20: Pardmetros quimicos y fermentativos de los diferentes silajes de granos
hdimedos de sorgos utilizados en el ensayo de produccion

DIVMS (%)' | PB (%)" | ALM (%)' | N-NH4/NT (%)* | pH* Taninos™?

82,5 7,07 67,5 4,62 3,79 38,7
Blanco

(1,41) (0,20) (1,15) (0,11) (0,25) (4,43)
ATH 75,5 7,26 65,9 2,59 4,13 202,9

(0,72) (0,15) (2,80) (0,16) (0,30) | (22,41)
ATV 77,7 6,80 63,7 2,62 4,21 195,1

(0,98) (0,55) (1,30) (0.20) (0,34) | (13,04)

I valor promedio y desvio estandar ubicado entre paréntesis. > : mg eq. de &cido

tanico / 100 g de muestra, base materia seca (Método de Folin Denis).

La composiciéon quimica de las dietas correspondientes a los tres tratamientos

evaluados, fueron estimadas a partir de los componentes individuales y se presentan
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en la Tabla 21. Las dietas resultaron numéricamente similares en los niveles de
proteina y de almidén, siendo los porcentajes promedio de 14,8 y 49,1% para proteina
bruta y almidén respectivamente.

La concentracidon de energia metabolizable de la dieta que contenia el grano
Blanco fue numéricamente un 5% superior a las dietas que contenian los granos con
taninos (Tabla 21). Estas diferencias, si bien es minima, pueden estar relacionadas
con la digestibilidad in vitro hallada en los distintos silajes de grano (Tabla 20), ya que
los mismos constituyen el componente principal de las raciones, o sea el 70% de las

mismas.

Tabla 21: Composicion quimica y contenido de nutrientes de las diferentes dietas.

Dietas *
Composicion quimica (%MS) Blanco ATV ATH
14,9 14,4 15,0
Proteina bruta
(0,15) (0,39) (0,11)
. 50,3 47,7 49,3
Almidén
(0,75) (0,91) (2,02)
) 2,84 2,71 2,69
EM (Mcal/kg MS)
(0,04) (0,02) (0,02)

!: valor promedio y desvio estandar ubicado entre paréntesis.
2 EM: energia metabolizable estimada a partir de los valores de digestibilidad de
cada uno de los componentes de la dieta (3,6 x DMS; AOAC, 1995).

Las respuestas productivas de las terneras alimentadas con dietas a base de
silaje de grano de sorgo himedo de diferentes genotipos se presentan en la Tabla 22.
El peso vivo de los animales al inicio del experimento fue similar entre los tratamientos
(P>0,05), pero difiri6 al final del mismo, siendo superior en los tratamientos Blanco y
ATV respecto al ATH (Tabla 22).

Los CMS (expresado tanto en kg/dia como en porcentaje del peso vivo) fueron
superiores (P<0,05) en los genotipos con alto contenido de taninos e inferior en el
Blanco (Tabla 22). A su vez, no se observaron diferencias debidas al efecto de la
textura del endosperma, ya que los consumos entre el ATH y ATV fueron similares
(P>0,05).

Los CMS en los tratamientos ATV y ATH fueron en promedio un 16% mayor
respecto al tratamiento Blanco. Al igual de lo ocurrido en este trabajo, existen

evidencias de que los animales que consumen sorgos altos en taninos pueden tener
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consumos mayores respecto a los bajos en taninos. Recientemente, Riffel (2007)
observé que los animales a los que se les suministraban raciones con granos
himedos de sorgos altos en taninos consumian un 17% mas de racion si se
comparaban con aquellos que comian raciones con sorgos bajos en taninos o maiz.
Por su parte, Maxson et al. (1973) informaron que novillos, de aproximadamente 320
kg de peso vivo, alimentados con granos de sorgo alto taninos consumieron 14% mas
respecto a los bajos taninos. Ademas, McCollough et al. (1972a) encontraron
aumentos en el consumo en el tratamiento de sorgo alto en taninos respecto al bajo
taninos del orden del 9%.

El efecto negativo de los taninos condensados sobre el consumo de alimentos,
es un tema de controversias y frecuente discusion ya que los resultados hallados no
han sido consistentes entre los ensayos. Generalmente se indica que los taninos
limitan el consumo por su efecto astringente (Kumar; Singh, 1974), lo cual provoca una
baja palatabilidad del tejido del alimento en el cual se localizan debido a que causan la
precipitacion de las proteinas de la saliva (Kumar; Vaithiyanathan, 1990; Waghorn,
2008). Por esta razon, la reduccion en el consumo voluntario de hojas de plantas,
arbustos y arboles que contienen elevada concentracion de dichos compuestos en
ovejas y novillos, se atribuyen al efecto de la baja palatabilidad provocada por la
presencia de los taninos (Kumar; Singh, 1974).

Swell (1993) realiz6 una revisibn de varios ensayos donde se utilizaron
diferentes genotipos de granos de sorgo, alto y bajo en taninos. Dicho autor indico,
gue si bien en algunos ensayos los animales consumieron menos el sorgo con taninos,
cuando dicho grano ingresaba en una dieta en alta proporcion en raciones de engorde,
los consumos los animales a los que se les ofrecian los genotipos altos en taninos
fueron superiores a los que comian granos bajos en taninos. Swell (1993) concluyé
gue para compensar el menor nivel de energia que presentan las dietas de los granos
altos en taninos, los animales deben aumentar el consumo de las mismas. Un
comportamiento similar se obtuvo en este ensayo, ya que como se muestras en la
Tabla 22 los animales que consumieron las dietas ATH y ATV debieron consumir un
16% mas de racion respecto a la dieta sin taninos (Blanco) para obtener las ganancias
de peso vivo alcanzadas. El aumento en el CMS de la racion en los genotipos altos en
taninos también repercuti6 en el consumo de EM total por dia. Dichos consumos
fueron de 20,1, 18,6 y 17,1 Mcal EM para los animales que consumieron los
tratamientos ATV, ATH y Blanco respectivamente. No se hallaron diferencias entre los

dos tratamientos altos en taninos (P=0,20) y ambos fueron diferentes del tratamiento
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Blanco (P=0,007 y P=0,08, para ATV y ATH, respectivamente). Esto indica que debido
a la menor digestibilidad del grano en los genotipos altos en taninos, dichos animales
deben aumentar los consumos de la racién para poder sostener las ganancias de peso
gue se obtuvieron en el ensayo. Al ser dietas bajas en fibras, por poseer un 70% de
grano en la misma, los animales no tuvieron limitaciones fisicas en el consumo, y por
lo tanto pudieron incrementar la cantidad de materia seca consumida en los
tratamientos ATV y ATH. Ademas, estos resultados indican que con los niveles de
taninos que poseen estos genotipos no hay efectos deletéreos sobre el consumo de la
materia seca del grano de sorgo.

Los animales aumentaron aproximadamente un kilogramo de peso vivo por dia,
siendo dicho incremento diferente entre los tratamientos y acordes al tamafio corporal
y peso de los animales. EI ADPV fue superior (P<0,05) en las terneras que comian la
dieta con sorgo Blanco e inferior en las que comian el genotipo ATH (Tabla 22). El
tratamiento ATV fue intermedio y no fue estadisticamente (P>0,05) diferente del
Blanco ni del ATH.

Maxson et al. (1973) compard la ganancia de peso de novillos de 320 kg
alimentados con dietas a base de maiz, sorgo bajo en taninos y sorgo alto en taninos y
no hallo diferencias en las ganancias de peso entre los animales con comian los
sorgos alto y bajo en taninos, pero si respecto al maiz. Riffel (2007) hallé6 que los
animales alimentados con granos de sorgo alto y bajo en taninos presentaron
ganancias similares de pesos vivo, a pesar del mayor consumo de las dietas con
sorgos altos en taninos. En ovejas, Wester et al. (1992), no hallaron diferencias en las
ganancias de pesos entre tres hibridos bajos en taninos y uno alto en taninos, pero si
en las eficiencias de conversién del grano, siendo la més baja la del hibrido alto en
taninos.

Los resultados que se obtuvieron en este ensayo indican que los bovinos
pueden modificar su nivel de consumo de acuerdo a la disponibilidad de energia
presente en la racion con el objeto de mantener un determinado nivel de ganancia de
peso. Este es el caso de los animales que consumieron los genotipos altos en taninos
(ATV y ATH) quienes aumentaron los consumos de las raciones para poder sostenes
las ganancias de pesos obtenidas en el ensayo (Tabla 22). Esta respuesta esti
asociada a la menor digestibilidad in vitro (Tabla 20) que presentan estos genotipos
por la presencia de los taninos condesados y por lo tanto el menor aporte de energia.
A medida que se incrementa la concentracion energética de la dieta, la ganancia diaria

de peso vivo mejora, siempre que el consumo no disminuya (Meissner et al., 1995). En
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este ensayo, el tratamiento Blanco solo se diferencié en ADPV del tratamiento ATH, y
no del ATV, posiblemente porque los primeros presentaron menores consumos de

materia seca de la dieta.

Tabla 22: Respuestas productivas de terneras alimentadas con dietas constituidas con

diferentes silajes de granos de sorgo.

ltem BLANCO? ATV! ATH' | VvalorP | EEM
PVZ inicial (kg) 185,6 191,1 187,3 0,27 2,02
PV final (kg) 249,9 a 251,8a | 240,5b | 0,01 1,34
CMS (kg/dia) 6,14 b 7,40 a 6,90 a 0,03 0,15
Consumo (% PV) 30b 3,37 a 3,28 a 0,02 0,065
ADPV (kg/dia) 1,15a 1,08ab | 0,96 b 0,01 0,03
EC (kg ADPV/kg CMS) 0,19 a 0,15 b 0,14 b 0,01 | 0,006
EGDI® (mm) 3,09 b 3,71a 3,13 b 0,03 0,18
EGDF* (mm) 5,65 5,92 5,51 0,56 0,28
TE® (mm/30d) 1,57 1,34 1,46 0,18 0,13

!Letras diferentes dentro de una misma fila indican diferencias significativas (P<0,05,
Test Tukey-Kramer).EEM: error estandar de la media.

’PV: peso vivo. *EGDI: espesor de grasa dorsal inicial. “EGDF: espesor de grasa
dorsal final. °TE: tasa de engrasamiento.

Las eficiencias de conversion del alimento obtenidas fueron diferentes entre los
tratamientos y estuvo afectada por el nivel de taninos en el grano y no por la textura
del endosperma (Tabla 22). El tratamiento Blanco fue un 31% mas eficiente (P<0,05),
siendo los tratamientos ATV y ATH los que necesitaron mas alimento para producir un
kg de peso vivo, a su vez entre ellos no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas (P>0,05). Como consecuencia del menor consumo de los animales que
ingirieron la dieta con el genotipo Blanco y la mayor ganancia de peso, solo expresada
numéricamente, se produjo la mayor eficiencia de conversion en este tratamiento.

El efecto adverso que ejercen los taninos sobre la eficiencia de conversion esta
atribuido a la interferencia de los taninos con la energia que aporta el grano, dada por
la menor digestibilidad de la proteina y por consiguiente del almidén. Los taninos en el
grano de sorgo no causan problemas de toxicidad en los animales que consumen
dicho grano, pero la eficiencia de conversion del mismo puede disminuir dependiendo
de la especie animal que la consuma, el método de procesamiento del grano, y de la
proporcién en que ingresen en la dieta (Hahn et al., 1984). La eficiencia de conversion

del alimento puede reducirse entre un 10 a un 30% comparando un sorgo alto tanino
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versus uno bajo, y los animales generalmente necesitan consumir mas alimento para
producir la misma o menores ganancias de peso (Hahn et al., 1984; Rooney, 2005).
Un comportamiento similar fue el obtenido con los animales en este experimento, ya
gue los animales que consumieron los genotipos altos en taninos (ATV y ATH)
debieron consumir en promedio 1,7 kg mas de racién para producir un kilo de peso
vivo respecto a los que consumieron el genotipo Blanco.

Existen algunos trabajos que coinciden sobre el efecto negativos de los taninos
sobre le eficiencia de conversién del alimento en bovinos y ovinos. McCollough et al.
(1972a) hallaron menores eficiencias de conversién en novillos alimentados con grano
de sorgo alto en taninos respecto al bajo en taninos (0,097 vs 0,13 kg de ganancia de
peso / kg de alimento consumido). Maxson et al. (1973), observaron en novillos
alimentados a corral con granos de sorgo seco, que los animales a los que se les
asignaron los sorgos altos en taninos tuvieron que consumir un 31% mas de materia
seca de la racion respecto a aquellos a los que se les suministr6 granos bajos en
taninos, para alcanzar una similar performance en ganancia de peso, similar a lo
ocurrido en este ensayo. Cabe aclarar que la proporcidon de los granos en esas dietas
fue alta (78%) similar a la utilizada en esta tesis, lo cual indica que la diferencia entre
los tratamientos estuvo en gran medida atribuida al tipo de grano de sorgo. A partir de
resultados de ensayos de engorde de 270 novillos con trece hibridos de sorgo,
McCollough (1973) hall6 que los animales alimentados con sorgos denominados
resistentes a pajaros, con alto contenido de taninos, presentaron las peores eficiencias
de conversion, atribuido esto a una menor digestibilidad aparente de proteina del
grano y a un menos aporte de energia. Evaluando la respuesta productiva en otra
especie como los ovinos, se hallé que aquellas ovejas alimentadas con sorgo alto en
taninos presentaron una eficiencia de conversion 12% inferior (0,188 vs 0,210 g de
ganancia de peso vivo/ g de alimento consumido) respecto a las alimentadas con bajo
taninos (Wester et al., 1992).

Stock et al. (1987) y Wester et al. (1992) indicaron una fuerte relacion lineal y
positiva entre la desaparicion in vitro del almidén y la eficiencia de conversién en
bovinos, expresada como la relacion entre la ganancia de peso obtenida y el alimento
consumido, aumentado la misma a medida en los genotipos incrementan las tasas de
desaparicion del almidén. Los hibridos de sorgo con alto contenido de taninos al
presentar una menor digestibilidad, resultan en una disminucién en la performance
animal comparado con los bajos en taninos (Maxson et al., 1973; Hahn et al., 1984:
Rooney; Pflugfelder, 1986).
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La vitrosidad del grano no modificé la eficiencia de conversion de la dieta. Esto
puede deberse a efectos provocados por el proceso de ensilado o por la humedad del
grano. Phillippeau; Michalet-Doreau (1998) indicaron que el ensilado provoca una
solubilizacién parcial de la matriz proteica a causa de la protedlisis que tiene lugar en
el mismo proceso. Ademas, a medida que aumenta el contenido de agua (dentro del
rango comprendido entre grano seco y la madurez fisiolégica) se obtienen menores
valores porcentuales de vitrosidad (Correa et al., 2002). Por lo tanto la vitrosidad del
grano y el contenido de materia seca estan altamente correlacionados (Phillippeau;
Michalet-Doreau, 1998). Esto indicaria que el ensilado del grano podria minimizar las
diferencias entre los genotipos vitreo y harinoso.

Los valores promedios de EGDI, EGDF y tasas de engrasamiento de los
animales durante los 56 dias de engorde se presentan en la Tabla 22. La Unica
variable que fue significativamente diferente entre los tratamientos fue el EGDI, el cual
fue superior (P<0,05) en los animales que consumieron la dieta correspondiente al
ATV (Tabla 22), a pesar de que los animales fueron previo al inicio del ensayo
aleatorizados dentro de cada tratamiento. Los EGDI de los otros dos tratamientos,
Blanco y ATH, fueron similares entre si (P>0,05).

A diferencia de los planteado anteriormente, los EGDF y las tasas de
engrasamientos no fueron diferentes entre los tratamientos (P>0,05), siendo en
promedio de 5,69 mm y 1,46 mm/30 dias, respectivamente. La falta de diferencias en
las tasa de engrasamiento y en los EGDF, posiblemente se deban a que por la edad y
el peso de los animales en ese momento del crecimiento haya depuesto mas grasa
visceral o interna, y no tanta grasa del tipo subcutanea, ya que dicho tipo de grasa es
una de las ultimas en depositarse.

Si bien no existe abundante bibliografia publicada donde se indiquen las
mediciones de los espesores de grasa dorsal subcutanea y las tasas de
engrasamiento de los animales, al menos hay tres trabajos, donde se presentan
dichas variables. McCollough (1972b) evaluando 8 hibridos de sorgo, entre los cuales
habia uno alto en taninos, y tres maices no hallaron diferencias en los espesores de
grasa dorsal de los animales a la faena luego de 126 dias de engorde. A pesar de ello,
el hibrido alto en taninos fue el que presentd la peor eficiencia de conversion
alimenticia y no hallaron diferencias en las ganancias de peso. Ademas, Maxson et al.
(1973) obtuvieron similares espesores de grasa dorsal subcutanea entre novillos
alimentados con tres diferentes dietas que tenian mas de 78% de grano (maiz, sorgo
bajo en taninos o0 sorgo alto en taninos). Por dltimo, Krueger et al. (2010), luego de 42
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dias de engorde de novillos alimentados con dietas con alto contenido de grano,
tampoco encontraron efectos de los taninos sobre el espesor de grasa dorsal
subcutanea. De manera similar a lo ocurrido en esta tesis, en todos los trabajos
citados anteriormente, a pesar de diferir en el peso de los animales y el sexo, el
contenido de taninos no tuvo efectos sobre las tasas de engrasamiento de los

animales.

6.4.- Conclusiones

El proceso de ensilado aumenté la protedlisis en el genotipo Blanco,
disminuyendo el tiempo necesario para alcanzar la mitad de la fermentacién total dado
por un incremento en la tasa de produccion cuando se incubd Unicamente el
endosperma del grano. En los hibridos con alto contenido de taninos y con diferentes
texturas de endosperma el proceso de ensilado no afectd ninguno de los parametros
evaluados sobre el endosperma.

El agregado en forma progresiva de taninos disminuyé la fermentacién de los
granos independientemente si los pericarpios provenian de granos ensilados 0 no
ensilados, ya que dicha disminucién fue dependiente de la dosis y no del
procesamiento previo al que fue sometido el grano. El proceso de ensilado no
modificaria la actividad de los taninos ya que no se hallaron efectos debidos al método
de almacenamiento, sugiriendo que la mejora en la digestion de los granos estaria
dada por una disminucién en la cantidad de taninos y no de su actividad.

Los animales alimentados con sorgos altos en taninos con diferentes texturas
del endosperma (vitrea o harinosa) no presentaron diferencias entre si en los
parametros productivos evaluados sobre terneras alimentadas a corral. La presencia
de taninos en el grano influyé en forma negativa en la eficiencia de conversion del

alimento en ganancia de peso respecto al sorgo blanco sin taninos.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

Los taninos presentes en el grano de sorgo le confieren caracteristicas de
anticalidad, por lo cual se ve afectada la digestibilidad y el aprovechamiento del mismo
por parte de los animales.

A través de la cosecha anticipada del grano con alto contenido de humedad vy
del ensilado del mismo, se logré de la manera efectiva aumentar la digestibilidad in
vitro y la desaparicion in situ de la MS, PB y ALM de los mismos. La humedad de
cosecha influenci6 de manera directa sobre dichas respuestas, pero fueron
independientes del contenido de taninos del grano. Como consecuencia de esto, se
acepta la hipotesis 1, con excepcion de lo referido a la fraccién soluble, ya que la
misma no pudo ser determinada fehacientemente.

El proceso de ensilado del genotipo alto en taninos produjo una notable
disminucion en la concentracion de los taninos, y por consiguiente hubo un incremento
de la desaparicion in situ a nivel ruminal de la MS, PB y ALM del grano. Esto confirma
la aceptacion de la hipétesis 2. El proceso fermentativo que se produce durante el
ensilado del grano hiumedo de sorgo seria una técnica de bajo costo que permitiria
mejorar la calidad nutricional del grano disminuyendo los efectos negativos de
asociados a la presencia de taninos.

Otra manera de reducir el efecto negativo de los taninos en el grano de sorgo
fue a través de la utilizaciébn de sustancias para el tratamiento de los mismos. La
utilizacion de PEG-4000 o de urea en granos altos en taninos fue efectiva para
aumentar la desaparicion ruminal de la MS, PB y ALM de los granos. El PEG-4000
tuvo una mayor respuesta respecto a la urea, y ambos tuvieron efectos positivos
respecto a los granos no tratados. Como consecuencia de esto se acepta la hipétesis
3.

Las respuestas obtenidas con la aplicacion de PEG-4000 o urea fueron
dependientes de las dosis en que se aplicaron ambos compuestos y de la humedad
que contenia el grano al momento de recibir el tratamiento, lo cual confirma la
interaccion entre el contenido de humedad y las dosis (se acepta la hipétesis 4). Solo
se obtuvieron respuestas positivas en granos cosechados con 35% de humedad y
tratados con 1 g de PEG-4000/g PB del grano o con 2% de urea en base a la materia

seca. Ademas, la capacidad de capturar taninos que tiene el PEG-4000 no fue
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afectada por el proceso de ensilado, siendo similar su efecto sobre granos que no
fueron ensilados.

Los taninos condensados no solo disminuyen la desaparicion ruminal del
grano, sino que también afectan la digestion aparente del mismo, siendo los mayores
efectos sobre la disponibilidad de las proteinas y por consiguiente del almidén. La
incorporacién a granos humedos de sorgo de sustancias como el PEG-4000 o la urea
permitieron aumentar la digestibilidad total aparente de las dietas que contenian
dichos granos, respecto a uno no tratado (se acepta la hipétesis 5). El tratamiento del
grano de sorgo con sustancias que capturen los taninos (PEG-4000) o que impidan las
uniones proteina-taninos (urea) es una herramienta promisoria que permite aumentar
la digestibilidad aparente del grano, y seria conveniente evaluarla en ensayos donde
se evalle la respuesta productiva de bovinos, en zonas donde no es posible utilizar
genotipos de sorgo con bajo contenido de taninos.

El proceso de ensilado de hibridos con diferentes texturas del endosperma
(vitreo y harinoso) y con alto contenido de taninos no tuvo efecto sobre el endosperma
del grano, siendo evaluados dichos efectos a través de la produccién de gas in vitro.
Dicho proceso de ensilado, si tuvo efecto sobre el genotipo sin taninos, aumentando la
protedlisis durante el mismo, lo cual repercutié incrementando la tasa de produccion
de gas cuando se incubd solo el endosperma.

Agregar taninos, propios del grano, en diferentes dosis disminuye la
fermentabilidad de los mismos independientemente si los pericarpios portadores de los
taninos provenian de granos ensilados o no. La disminucién de la fermentabilidad del
grano, evaluada a través de la produccion de gas in vitro, fue dependiente de la dosis
en la que se aplicoé y no del procesamiento al que fue sometido previamente el grano.
Esto indica, que le proceso de ensilado no modificaria la actividad inhibitoria de los
taninos, y la mejora en la digestion que se observa cuando se ensila el grano, estaria
por una disminucion en la cantidad de los mismos.

Los pardmetros productivos evaluados sobre terneras engordadas a corral con
dietas que contenian granos de sorgo humedo alto en taninos con diferentes texturas
de endosperma (vitrea y harinosa) no presentaron diferencias, por lo cual se rechaza
la primer parte de la hipétesis 6. A su vez, el genotipo alto tanino vitreo presento
ganancias diarias de peso vivo similares al Blanco (se rechaza la segunda parte de la
hip6tesis 6). La presencia de taninos en el grano influyé en forma negativa sobre la
eficiencia de conversion del alimento en carne, siendo las terneras que consumieron la

dieta con sorgo Blanco las mas eficientes. Esto indica que cuando se utilizan granos
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de sorgo humedo como componente de las dietas de engorde a corral, la textura del
endosperma no tendria efectos sobre el aprovechamiento del mismo, y si se deberia

tener en cuenta la presencia de los taninos en el grano.
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