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Resumen

En la sabana de Bogota a 2600 msnm, temperatu-
ra 14°C y 1013 mm de precipitacién se acondicio-
naron tres parcelas modificando las condiciones
fisicoquimicas del suelo y se sembro la especie
Lotus corniculatus para evaluar contenido de ta-
ninos condensados, taninos hidrolizables, fenoles
totales, taninos que precipitan proteina, saponi-
nas y alcaloides. El propdsito fue determinar el
efecto de las condiciones del suelo sobre la con-
centracion de fitobiomoléculas secundarias. Se
aplicaron técnicas analiticas e instrumentales de
la AOAC para determinar la presencia de dichos
fitometabolitos secundarios y los resultados ob-
tenidos se sometieron a un analisis de varianza
simple. Adicionalmente, se realizd un analisis de
correlacion multiple, utilizando el coeficiente de
Pearson. Se encontré que la produccion de tani-
nos condensados, taninos hidrolizables y taninos
gue precipitan proteina en el L. corniculatus, varia,
con diferencias estadisticas altamente significati-
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vas (P< 0,01), de acuerdo al tipo de suelo. El con-
tenido de fenoles totales, en el forraje no presentd
diferencias significativas entre los tratamientos
(P >0,05). El nitrdogeno amoniacal del suelo corre-
laciond de forma negativa y muy significativa con
la concentracién de taninos hidrolizables y con
los taninos que precipitan proteina. Se identifico
correlacion negativa entre la capacidad de inter-
cambio catidnica efectiva de los suelos y produc-
cion de taninos condensados y fenoles totales en
la planta estudiada. Se identifico correlacidn entre
el cambio de pH en el suelo y el contenido de ta-
ninos condensados y y altamente significativa con
los taninos que precipitan proteina. Se concluye
que la variacion de las condiciones fisicoquimicas
del suelo afectan la producciéon de metabolitos
secundarios en L. corniculatus.

Palabras clave: capacidad de intercambio catio-
nico, conductividad eléctrica, nitrdgeno amoniacal
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Abstract

In the highlands of Bogota at 2600 masl, tempe-
rature 14°C and 1013 mm of precipitation, three
plots have been furbished by modifying the physi-
co-chemical conditions of the soil and planted the
species Lotus corniculatus to evaluate content of
condensed tannins, hydrolysable tannins, phenols,
tannins that precipitate protein, saponins and alka-
loids. The purpose was to determine the effect of
soil conditions on the concentration of secondary
phytobiomolecules. Analytical and instrumental
techniqgues of AOAC were applied to determine
the presence of secondary phytometabolites and
the obtained results were put through a simple va-
riance analysis. Additionally a multiple correlation
analysis was done, using the Pearson’s coefficient.
It was found that the production of condensed tan-
nins, tannins and hydrolysable tannins that preci-
pitate protein in L. corniculatus, varies, with highly
different significant statistics according to the sail
type. The content of total phenols, in the wrap-
ping did not show significative differences among
treatments (P>0.05). The ammoniacal nitrogen of
the soil correlated negatively and significantly with
the concentration of hydrolysable tannins and with
the tannins that precipitate protein. It was found
negative correlation between the effective cationic
exchange capacity of soils and production of con-
densed tannins and total phenols in the studied
plant. A correlation between the change in pH in
the soil and the content of condensed tannins and
and hihgly significant with the tannins that precipi-
tate protein was identified. It is concluded that the
variation of the physico-chemical conditions of the
soil affect the production of secondary metabolites
in L. corniculatus.

Key-words: caption exchange capacity, electrical
conductivity, ammoniacal nitrogen
Introduccién

Las plantas sintetizan unos compuestos quimi-

cos denominados metabolitos secundarios que
tienen varios propdsitos como: la defensa contra

Resumo

Na savana de Bogota em 2600 metros acima do
nivel do mar, temperatura 14°C e 1013 milimetros
de precipitacao foram condicionadas trés parce-
las, modificando as condi¢des fisico-quimicas do
solo e foi plantada as espécie Lotus cornicul para
avaliar o conteudo de taninos condensadostaninos
hidrolisaveis, fendis totais, taninos que precipitam
proteinas, saponinas e alcaloides. O objetivo foi
determinar o efeito das condi¢cdes do solo sobre
a concentragdo de fitobiomoléculas secundarias.
Aplicaram-se técnicas de anadlise instrumental
AOAC para determinar a presenca de tais fitome-
tabolitos laterais e os resultados foram submetidos
a uma analise de variancia simples. Além disso, foi
realizada uma analise de regressao multipla por
meio do coeficiente de Pearson. Verificou-se que a
producéo de taninos condensados, taninos hidro-
lisdveis e taninos que precipitam proteina em L.
corniculatus varia, com diferencas altamente signi-
ficativas (P <0,01) de acordo com o tipo de solo.
O teor de fendis totais na forragem nao foi signi-
ficativamente diferente entre os tratamentos (P>
0,05). O nitrogénio amoniacal no solo foi correla-
cionada negativamente e muito significativa com
a concentragcédo de taninos hidrolisaveis e taninos
que precipitam proteina. Identificou-se correlagédo
negativa entre a capacidade de troca catiénica efe-
tiva dos solos e producao de taninos condensados
e fendis totais na planta estudada. Foi identificada
correlacdo entre a alteragdo no pH do solo e o teor
de taninos condensados e e alamente significativa
com taninos que precipitam proteina. Concluiu-se
gue a variacao das condicoes fisico-quimicas do
solo afeta a producdo de metabolitos secundarios
em L. corniculatus.

Palavras-chave: capacidade de troca catiéni-
ca, condutividade elétrica, nitrogénio amoniacal

hongos, bacterias y virus, proteccion contra la ra-
diacién ultravioleta y para evitar la deshidratacion
de sus tejidos; ademas por su sabor desagradable
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las plantas que poseen estos agentes presentan
baja aceptabilidad para consumo por parte de los
animales herbivoros, lo cual hace que disminu-
ya su presion de pastoreo. Para Ramos, Frutos,
Giraldez & Mantecon (1998), ello se debe a que
los metabolitos actuan con las micro-proteinas de
la saliva o directamente con los receptores gus-
tativos, y provocan la sensacion de astringencia
y consecuentemente la baja aceptabilidad de las
plantas que los contienen.

Barahona, Theodoru, Morris, Owen & Lascano
(1997), plantea que la astringencia se define como
la capacidad de los metabolitos de unirse a la pro-
teina mediante enlaces de hidrégeno e interac-
ciones hidrofébicas principalmente. Debido a la
habilidad de los taninos para precipitar proteinas
salivales y para adherir a las membranas muco-
sas de la boca, un sabor astringente resulta del
consumo de alimentos conteniendo los mismos, lo
cual puede perjudicar la palatabilidad y por ende
la aceptacion de la racion

Siguiendo un criterio biosintético, los productos
naturales secundarios podrian dividirse en tres
grandes grupos de compuestos: nitrogenados,
terpénicos y fendlicos. Los primeros, entre los que
se encuentran los alcaloides, derivan principal-
mente de los aminoacidos. A partir de acetil-Co
A, a través de la ruta del mevalonato se sintetizan
los terpenos, mientras que segun Troiani, Rosi,
Angelini & Ursini (2009), los metabolitos fendli-
cos provienen de dos vias diferentes: la del acido
shikimico y la de los policétidos o via del malona-
to. Existe una gran variacion cualitativa y cuanti-
tativa en el contenido de metabolitos secundarios
entre diferentes especies vegetales. La citada va-
riabilidad se corresponde con los niveles de or-
ganizacion. Los distintos compuestos que puede
producir una especie presentan una determinada
distribucion dentro de los 6rganos, tejidos y célu-
las de una planta, y ello responde frecuentemente
a las influencias ambientales

Entre los metabolitos secundarios se encuentran
los alcaloides, los cuales son bases nitrogenadas

organicas, presentes en diversas familias de plan-
tas, hongos, algas y otros vegetales inferiores. Uno
0 mas atomos de nitrogeno esta presente en ami-
das primarias, secundarias o terciarias y estas con-
fieren usualmente basicidad a los alcaloides. Los
aminoacidos precursores participan de la biosintesis
de los alcaloides, los principales son ornitina, lisina,
acido nicotinico, tirosina, triptéfano, acido antranilico
e histidina. Algunas de las familias de plantas que
tienen alcaloides son Papaveraceas (adormidera,
amapola), Papilionaceas (retama), Ranunculaceas
(aconitos), Solanaceas (tabaco, patata, belladona),
Rubiaceas (quina, café) que no corresponden a los
arboles forrajeros.

Por su parte Ashok, Vincent & Nessler (200l), ex-
presan que las saponinas son compuestos que en
forma glucosidica (como esteroides reguladores
del crecimiento) pueden generar en las plantas
alto crecimiento y desarrollo, répida recuperacion
ante la poda, y brotes abundantes. Lo anterior
lo expresa también, Kumar (1997), quien expone
que en dependencia de las concentraciones y las
estructuras quimicas especificas los compuestos
saponinicos pueden constituir factores antinutri-
cionales en rumiantes y monogastricos por con-
ferirle a los forrajes un sabor amargo, provocar
espumas consistentes, e interferir en la absorcion
de los alimentos. No obstante, Makkar, Blummel
& Becker (1997), plantean que también puede te-
ner un efecto positivo en el metabolismo digestivo,
al acomplejar otros metabolitos secundarios con
caracteristicas toxicas

Otro grupo de singular importancia entre los me-
tabolitos secundarios lo constituyen los taninos
hidrolizables, para Leinmuller, Steingass & Menke
(2005), son compuestos de bajo peso molecular
(500-3000), mas solubles en agua que los con-
densados y pueden ser desdoblados bajo con-
diciones enzimaticas o acidas a monosacaridos.
Por presentar estas caracteristicas, sus productos
de degradacién pueden ser absorbidos en el intes-
tino delgado y ser potencialmente téxicos para los
rumiantes (Min, Atwood, McNabb, Molan & Barry,
2005). Al respecto, Waghorn & McNabb (2003);
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Rubansa, Shem, Otsyina, Bakenhesa, Ichihone &
Fujihara (2005), expresan que se han adelantado
estudios tanto en ambientes in vivo como in vitro,
acerca de la degradacion de los taninos hidroli-
zables y sus efectos toxicos y pocos estudios se
han desarrollado en torno al suministro de nutrien-
tes que éstos compuestos aportan. Es importante
aclarar que por su rapida degradacion en grupos
fendlicos, no tienen capacidad de unirse poste-
riormente a las proteinas.

Por su parte, Marquez & Suarez (2008), reportan
que diversos factores influyen en la cantidad, cla-
se de taninos que una planta puede sintetizar y en
Su concentracion, estos factores son; la genética
y especie de la planta, las condiciones climaticas
como la temperatura, la fertilidad del suelo, el es-
tado de desarrollo, el cultivo, el corte y el estado
de crecimiento de la planta determinan la concen-
tracion de taninos en las plantas. Por tanto, para
determinar dietas particulares e identificar los
efectos nutricionales de los taninos en los anima-
les, es necesario cuantificar estos factores Por su
parte, los taninos condensados presentan mayor
peso molecular y mayor complejidad en su estruc-
tura quimica, estan presentes en casi todas las
plantas particularmente en las dicotiledéneas, de
las cuales hacen parte las leguminosas (Posada,
Montoya & Ceballos, 2005).

La distribucién de este compuesto al interior de
las plantas, varia entre especies y en la célula
vegetal se encuentra en las vacuolas citoplasma-
ticas o en la pared celular. Segun Norton (1999),
los factores que inciden en el contenido de los
taninos condensados en los arboles son: la ge-
nética de la planta, la especie, el grado de madu-
rez, la estacion climatica, la humedad, el estado
de crecimiento, la luminosidad, el corte y la defo-
liacion por los herbivoros. Estos compuestos se
caracterizan por altos pesos moleculares (entre
1900 y 28000) y no son faciles de hidrolizar, por
el contrario tienden a polimerizarse en produc-
tos insolubles especialmente en presencia de
acidos minerales para lo cual se hace necesario
conocer la estructura quimica y la fisiologia del

animal objeto de estudio (Stlirm, Tiemann, Las-
cano, Creuzer & Hess, 2007; y Bueno, Vitti,
Louvandini & Abdala 2008). reportan que el tipo
y el contenido de taninos, estan influenciados por
el genotipo de la planta (la especie y la variedad),
las caracteristicas ambientales (radiacion solar y
disponibilidad de agua), la velocidad de creci-
miento, la madurez, la condicidon nutricional del
suelo, la depredacion y las enfermedades.

En el mismo sentido, Otero & Hidalgo (2004), re-
portan que la concentracién de taninos en los
forrajes, presenta gran variacion segun las con-
diciones del ambiente en cuanto a temperatura,
humedad vy fertilidad de los suelos en los que se
desarrollan, exponen que la concentracion es ma-
yor en las especies que prosperan en suelos agri-
colas pobres o de baja calidad, tal es el caso de
las regiones tropicales y subtropicales. Un ejem-
plo de esto lo constituye la especie Acacia segal
(Sesbania goetsia) con un rango de concentra-
cion amplio (4,8-8 % de MS). Un factor ambiental
de alta incidencia en la concentracion de taninos
es la fertilidad del suelo, al respecto, Barry & Mc
Nabb 1989, citado por Berard, et al., 2011 repor-
taron una concentracién de taninos condensados
de 8 al 11% en Lotus pedunculatus creciendo en
suelos &cidos sin aplicaciones de fertilizantes,
mientras que en condiciones de mejor calidad evi-
denciaron valores tan solo de 2 al 3%. Otro factor
ambiental importante es la baja disponibilidad de
agua, la cual contribuye a la produccion de taninos
condensados; debido a que las plantas al encon-
trarse en periodo de escasez de agua, cierran sus
estomas y restringen el proceso de fotosintesis.

Adicionalmente, entre las plantas forrajeras de
tropico alto, se ha encontrado que la del género
Lotus, en especial el L. Corniculus contienen tani-
nos condensados (TC) en sus hojas, y también se
ha detectado que la presencia de estos compues-
tos evita el meteorismo en rumiantes. De la mis-
ma forma, se ha determinado que niveles bajos
de taninos condensados en la dieta, optimizan la
utilizacion de proteina sin afectar el consumo ni la
digestibilidad de los carbohidratos.




Fitometabolitos secundarios que inciden en el valor nutricional de Lotus corniculatus como forraje para rumiantes

Los metabolitos y su efecto en la
utilizacion del forraje

En animales rumiantes se ha evidenciado un des-
censo en la digestibilidad ruminal de la materia
organica de forrajes con altos contenidos de me-
tabolitos secundarios particularmente de taninos;
para Leinmuller, et al. (1995), lo anterior se debe a
que algunos de éstos exhiben un efecto inhibidor
sobre actividad de las enzimas tales como pro-
teasas, zimégenos, lipasa, alfa-amilasa, celulasa,
betaglucosidasa y ureasa. Segun Norton (1999),
los taninos también inhiben la degradacién de la
proteina dietaria en el rumen disminuyendo las
concentraciones de amonio, lo cual sugiere una
inhibicion de las enzimas proteoliticas a este nivel.

Los taninos condensados son bastante activos en
la nutricion de rumiantes, debido a su alta capaci-
dad de unirse a proteinas del forraje en el rumen
después de su proceso de masticacion (Andrabi,
Ritchie, Stimson, Horadagoda, Hyde & McNeil,
2005; Starrn et al.,, 2007) y a su capacidad para
disminuir la degradacion de proteina en el rumen,
cuando sus concentraciones son Optimas (Proven-
za, Burrit, Perevolotsky & Silanokove, 2000). Al res-
pecto Rojas et al. (2006), expresan que cuando las
concentraciones de proteina cruda en la dieta son
bajas y las de fibra altas, los taninos condensados
pueden generar efectos desfavorables.

Este aspecto resulta a la postre benéfico si se
tiene en cuenta la propension de los taninos con-
densados a formar complejos quimicos con las
proteinas, protegiéndolas de la degradabilidad ru-
minal y mejorando su utilizacién en el tracto diges-
tivo posterior, asi mismo, permitiria a los animales
una mayor disponibilidad de aminoacidos como
consecuencia del sobrepeso generado (Galindo,
Rosales, Murgueitio & Larrahondo, 1989). En este
mismo sentido Posada, et al. (2005) expresan que
los taninos condensados ligan las proteinas de las
plantas reduciendo su solubilidad y degradacion
por parte de los microorganismos ruminales. Lo
anterior, tiene como consecuencia, un mejoramien-
to del flujo de proteinas al intestino y un incremento

en la disponibilidad y absorciéon de aminoacidos
esenciales. Sustentando esta afirmacion Barry
& Mc Nabb (1999) observaron que el incremento
en la concentracion de taninos condensados de
Lotus curniculatus y de Lotus pedunculatus, redujo
la tasa de degradacion y solubilizacién de la frac-
cion 1 de la proteina en el rumen y aumento el flujo
de nitrégeno no amoniacal hacia el duodeno.

Al respecto, Marquez & Suarez (2008), exponen
que cantidades moderadas de taninos condensa-
dos producen efectos benéficos sobre el metabolis-
mo de las proteinas en rumiantes, porque reducen
la degradacion de la dieta proteinica en el rumen
e incrementan la absorcion de aminoécidos en el
intestino delgado. Estos efectos de los taninos con-
densados sobre los procesos digestivos en rumian-
tes, dependen de su capacidad para adherir a dife-
rentes moléculas y ello depende de su estructura
quimica y de las moléculas presentes en los proce-
sos digestivos como proteinas, celulosa, polisaca-
ridos, entre otros. Estos argumentos también son
expuestos por Waghorn, Redd & Ndlovu (1997), en
Otero & Hidalgo (2004), en el sentido de que las
altas concentraciones (5-10 % de la materia seca),
deprimen el consumo y la digestibilidad del forraje,
en tanto que menores concentraciones (2-4 % de
la materia seca), podrian disminuir las pérdidas de
la proteina de la ingesta producida por la protedlisis
por los microorganismos del rumen e incrementar
la absorcion intestinal de las proteinas.

Nastis & Malechek (1988), citado por Posada et al
(2005), al experimentar con roble (Quercus spp),
con una concentracion de taninos de 8.7%, ob-
servaron que la actividad in-vitro de la pepsina se
redujo, lo cual ocurrié con mayor intensidad en la
medida en que esta especie estuvo presente en
mayor porcentaje que la alfalfa (Medicago sativa),
la cual tiene un 1% de taninos. Los mismos au-
tores llegaron a la conclusion que los taninos de
la hoja de roble madura fueron mas efectivos en
reducir la actividad de la enzima que los presentes
en la hoja compuestos en la saliva, lo cual afecta
la digestion de los rumiantes con consecuencias
negativas sobre el crecimiento de los animales.
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Otero & Hidalgo (2004), reportan que algunas es-
pecies forrajeras como Lotus pedunculatus varie-
dad Maku y Lotus corniculatus variedad Goldie
han provocado mejoras en aspectos productivos
(aumentos en la ganancia de peso) y sanitarios
cuando intervienen los taninos, debido probable-
mente a una mayor disponibilidad proteica inma-
dura. Del mismo modo Caviedes, Pabén & Carulla
(2011), reportan que la presencia de metabolitos
secundarios modifican los patrones de biohidro-
genacion ruminal al incrementar la produccion de
precursores de Acido Linoleico Conjugado (ALC).
En este sentido Min et al. (2005), encontraron que
los taninos tienen un efecto sobre la disminucion
de cepas de Butyrivibrio fibrisolvens, una de las
especies que mas incide en la biohidrogenacion
y por tanto la oferta de forrajes con estos meta-
bolitos modifica los patrones de fermentacién de
los lipidos mejorando el contenido de ALC. Asi
mismo, Khiaosa-Ard et al. (2009), reportaron que
la incorporacién de leguminosas taniferas como el
Lotus corniculatus, tiene un efecto benéfico sobre
el contenido de &acidos grasos de la leche. Sin
embargo, Marquez & Suarez (2008), refieren que
los efectos negativos de los taninos condensados
se relacionan con la disminucion del consumo de
alimentos, debido probablemente a la reduccién
de la palatabilidad ocasionada por los efectos as-
tringentes de estos.

Por tanto, el presente trabajo se propone determi-
nar el efecto de la fertilidad del suelo en el conte-
nido de metabolitos secundarios de la legumino-
sa Lotus corniculatus, que pueda afectar el valor
nutricional de esta especie en su utilizacion como
forraje para animales rumiantes. Para estos pro-
positos se establecen analisis de correlacion entre
los principales indicadores de fertilidad del suelo y
el contenido de fenoles totales, taninos hidroliza-
bles, taninos condensados, taninos que precipitan
proteina, saponinas y alcaloides.

Metodologia

Localizacién: La experiencia ha tenido en cuen-
ta dos lugares de trabajo:

e En campo: parcelas ubicadas en la sabana de
Bogota

e En laboratorio: laboratorio particular de suelos
y laboratorio de Nutricién, sede Nacional José
Celestino Mutis de la UNAD.

Trabajo en campo:

El trabajo fue realizado en la ciudad de Bogota ubi-
cada a 2600 metros sobre el nivel del mar y una
temperatura promedio de 14 grados centigrados.
Para ello, se utilizaron tres parcelas de 2 m x 2 m,
(Figura 1) de las cuales se tomaron muestras de
suelo, utilizando el método de zig-zag para cuanti-
ficar en ellas variables de fertilidad como: pH, car-
bono organico, materia organica, nitrégeno total,
nitrégeno disponible, capacidad de intercambio ca-
tiénico y conductividad eléctrica. Las muestras de
suelo fueron empacadas en bolsas negras, rotula-
das y transportadas hasta un laboratorio particular,
ubicado en la ciudad de Bogota D.C, donde se rea-
lizaron los respectivos analisis fisicoquimicos.

Figura 1. Aspecto de las parcelas de Lotus
corniculatus
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Toma de muestras

Las muestras del forraje en cada parcela, se toma-
ron especificamente de hojas, peciolo y tallos de
Lotus curniculatus, a los 6 meses de edad, cor-
tados a 4 cm del suelo, en forma manual, a partir
de 10 plantas por parcela seleccionadas al azar,
cuidandose de eliminar el efecto de borde (Figu-
ra 2). Las muestras fueron empacadas en bolsas
negras, rotuladas adecuadamente, para ser trans-
portadas hasta el laboratorio de nutricion de la
sede nacional José Celestino Mutis de la UNAD,
en la ciudad de Bogota D.C, donde se realizaron
los respectivos analisis fitoquimicos.
W;.a_k;,:%w TET - dams Wﬁ:@,

> Y v

A

a\‘..:-,

Sy
e

o Yo a2
Figura 2. Recoleccién de la muestra de forrajes

Analisis de laboratorio

Una vez ingresadas las muestras al laboratorio
fueron sometidas a proceso de secado al hor-
no, a una temperatura de 1052C durante 6 horas
para el posterior tamizaje fitoqumico y se enfoco
el analisis en los siguientes fitometabolitos (ver
Tabla 1) taninos hidrolizables, taninos condensa-
dos, taninos que precipitan proteinas, fenoles to-
tales y saponinas, los cuales han sido reportados
en investigaciones preliminares.

Metabolitos analizados
Taninos hidrolizables (TH)

La extraccion de taninos hidrolizables se reali-
z6, utilizado como disolventes agua (tempera-
tura ambiente), metanol en extraccion soxleth,
en diferentes proporciones Beecher et al., 2004;
Mueller-Harvey, 2001). Es importante tener pre-
sente que los compuestos extraibles poseen pe-
sos moleculares bajos 0 medios (de mondmeros
a decameros) mientras que los no extraibles son
compuestos con un peso molecular elevado (5000
unidades o mayores).

Los Polifenoles Hidrolizables (PH) son extraidos del
residuo por tratamiento con metanol) a temperatura
ambiente durante 4 horas con agitacion (Hartzfeld,
Forkner, Hunter & Hagerman, 2002) obteniéndose
un hidrolizado que después es usado para la cuan-
tificacion de compuestos polifendlicos. La reaccion
con las sustancias reductoras, produce coloracion
azul y permite su lectura en un espectrofotémetro,
la cual se realizdé con UV-VIS a longitud de onda de
700 nm. La coloracion fue cotejada con una solucién
de acido tanico comercial (curva de calibracion).

Proantocianidinas o taninos condensados (TC)

Los taninos condensados conocidos genérica-
mente como poliflavonoides o proantocianidinas
estan constituidos por flavonoides con diferentes
grados de condensacion (flavan-3-ol y flavan-3,4-
diol) asi como otros flavonoides analogos, carbo-
hidratos y trazas de amino-acidos. La extraccion
se llevod a cabo con solventes organicos éter-ace-
tona (Terril, Rowan, Douglas & Barry, 1997) obte-
niéndose en el extracto una mezcla de diferentes
compuestos polifendlicos. Los taninos condensa-
dos se obtuvieron por tratamiento del residuo con
una solucién de butanol/HCI, produciéndose el
paso de proantocianidinas de alto peso molecular
a unidades mas sencillas en forma de cationes fla-
vilium (solucidén coloreada de antocianidinas).
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Las reacciones quimicas generan cambios en la co-
loracion, y ésta fue realizada en equipo UV a 760
nm, donde la muestra es comparada con una curva
de calibracion corrida previamente con cantidades
conocidas de acido tanico y por calculos se obtie-
ne el resultado en porcentaje. Se caracterizaron
las fracciones de taninos condensados libres y los
complejos formados con la proteina y la fibra, segun
Terrill et al. (1997). La concentracion de polifenoles
totales se determind segun Makkar & Goodchild
(1996), utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Fenoles totales (FT)

La extraccion se obtuvo mediante solucion acuosa
y posterior filtracidon con papel filtro, el extracto obte-
nido se mezcld con solucidn de carbonato de sodio
al 20% vy el reactivo especifico de Folin-Ciocalteu.
De igual manera, se realizé la curva de calibracion
con soluciones stock, de acido tanico. Para la de-
terminacion se utilizd un método espectrofotométri-
co segun Waterman & Mole (1995), con lectura de
absorbancia a 720 nm, agregando como coloran-
tes: cloruro férrico 0.1 M y ferricianuro de potasio
0,008 M al extracto metandlico de la muestra.

Taninos que precipitan proteinas (TPP)

Los taninos que precipitan proteina, forman com-
plejos tanino-proteina estructurados por enlaces
de hidrégeno entre los grupos fendlicos de tani-
nos y los grupos cetoamida de las proteinas, asi
mismo, por interacciones hidrofébicas entre los
anillos aromaticos de los taninos y las regiones
hidrofobicas de las proteinas. El proceso de for-
macion del complejo es normalmente reversible y
tanto las proteinas como los taninos pueden, en
principio, ser recuperados intactos. Los factores
que determinan la relativa afinidad de las protei-
nas por los taninos son el tamafo de la molécula,
su composicién aminoacidica y el pH.

Para obtener estos compuestos (TPP), el ex-
tracto metandlico se traté con albumina en bu-
ffer, se adicion6 dodecil sulfato de sodio (SDS),
ferrocianuro de potasio y cloruro acetatos, pos-
teriormente férrico para desarrollar color. Mas
adelante se realizd la lectura espectrofotométri-
ca para medir la absorbancia. Al respecto, es
importante aclarar que estudios desarrollados
in vitro, y corroborados en experimentos in situ,
han demostrado que los TPP son el principal in-
dicador que se debe considerar para estimar la
accion detrimental de los compuestos fendlicos
en la fisiologia digestiva de los rumiantes; ya
que en dependencia de la estructura de los FT,
TT y TC estos pueden precipitar o no las protei-
nas (Makkar et al., 1997).

Saponinas

Se realiz6 un analisis cualitativo de estos compo-
nentes de la siguiente forma: a un mililitro del ex-
tracto metandlico acuoso, se agregaron 4 mililitros
de agua destilada, luego se agitdé vigorosamente
por 1 minuto y se dejo reposar 5 minutos con el fin
de detectar la presencia de espuma, cuando esta
se presentd, entonces se midié su altura en mili-
metros con una regla. Aunque no todas las Sapo-
ninas Yy los alcaloides son metabolitos deletéreos,
cuando los niveles son cuantiosos actuan como
inhibidores del consumo; tienen propiedades es-
pumantes, presentan sabor amargo y constituyen
potentes téxicos en el metabolismo digestivo (Gar-
cia et al., 2007).

Alcaloides: el extracto fue sometido a un trata-
miento con amoniaco, luego se calenté hasta un
punto cercano a la evaporacion, se le adicion6
acido acético glacial y el reactivo dragendorff,
de tal forma que al presentarse en la solucion
un color rojo o rosado, daba prueba positiva
para alcaloides.
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Tabla 1. Resumen de técnicas utilizadas en la obtencién de metabolitos secundarios

Metabolitos

Taninos condensados (TC)
Taninos hidrolizables

Fenoles Totales

Taninos que precipitan proteina

Saponinas

Alcaloides

Folin-Ciocalteu

Técnica

Espectrofotometria con n —butanol -HCI

Espectrofotometria UV-VIS a longitud de onda de 700 nm

Albumina, dodecil sulfato de sodio (SDS), ferrocianuro de potasio
y cloruro férrico para desarrollar color

Extracto metandlico acuoso, agua destilada,
deteccion de presencia de espuma

Amoniaco, adicion de &acido acético glacial y reactivo Dragendorff

Disefno experimental

e Se aplicé un disefio completamente al azar, con
tres tratamientos, tres réplicas por tratamiento
y una muestra por repeticion para un total de 9
unidades experimentales.

¢ El modelo matematico fue el mostrado en la
euacion 1

Y=u+oa+s, (1)

Y= Representa el contenido de los diferentes me-
tabolitos evaluados en el laboratorio

U = Media poblacional;

o= Representa los tratamientos (T,: parcela testigo
en la cual no se realizd ningun proceso de fertiliza-
cion y T, representa la parcela 2 correspondiente
al suelo con adicion de arena y T, a la parcela
con fertilizacion biolégica (lombricompost).

e= representa el efecto de las réplicas 6 error ex-
perimental del analisis.

Analisis estadistico

Las posibles diferencias estadisticas entre trata-
mientos, se evaluaron, utilizando elementos de la
estadistica descriptiva e inferencial como:

¢ Media, desviacion estandar, coeficiente de vari-
acion y limites de confianza de la media.

¢ Andlisis de varianza(ANAVA) y prueba de com-
paracion multiple de medias por el método Duncan

¢ Matriz de correlacién de Pearson, con las dife-
rentes variables evaluadas.

¢ Estos analisis se apoyan con los Software es-
tadisticos .SPSS y S.A.S.

Resultados y discusion

Anadlisis de suelo: los resultados obtenidos en el ana-
lisis de suelo en el cual se tuvieron en cuenta indica-
dores como pH, textura, materia organica, carbono
organico, capacidad de intercambio cationico, Nitro-
geno total y fésforo son reportados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Analisis de suelo realizado a los tres tratamientos

. Materia Carbono Nitrégeno
Tratamiento pH Textura orgdnica organico Cic Total Fosforo
Tratamiento 1
Suelo original 6.84 Franca 2.26 1.31 19 77
Tratamiento 2 Franca-
Suelo y arena 718 arenosa 143 0.83 17 85
Tratamiento 3 695  Franca 619 3.59 21 133

Suelo y compost

En la Tabla 2 se observa que en el tratamiento 3,
al cual se le adicioné compost presenta un pH mas
cercano al neutro, este tratamiento también presenta
unos contenidos mas altos de materia organica, car-
bono organico, capacidad de intercambio cationico y
fosforo que los tratamientos 1y 2. Por su parte el sue-
lo mas arena, correspondiente al tratamiento 2 pre-
senta un menor contenido de materia organica, car-
bono organico, y capacidad de intercambio catiénico.

Taninos condensados en los forrajes

En la determinacion de taninos condensados en el
forraje de Lotus corniculatus se encontrd, que en
el tratamiento 2, se presentd una mayor concen-
tracion de estos metabolitos y ello permite deducir
que la disminucion de nutrientes disponibles en el
suelo, pudo haber generado estrés en la planta y
como consecuencia de ello una mayor produccion
de taninos condensados. En el tratamiento 3, el cual
presenta mayores niveles de fertilidad en el suelo,
se observa menor contenido de metabolitos en el
forraje estudiado. Este comportamiento coincide
con lo planteado por Waghorn, & McNabb (2003)
en el sentido de que las concentraciones de taninos
condensados en hojas de Lotus corniculatus, au-
mentaron cuando las condiciones del suelo fueron
pobres. Por su parte Barry & McNabb (1999) encon-
traron que la concentracion de taninos condensados
en Lotus pedunculatus fue de 11.8% de la materia
seca, cuando se cultivd en suelos acidos, sin aplica-
cion de fertilizantes y de 2.3% de MS cuando se cul-
tivo en suelos con alta fertilidad. Lo anterior se expli-
ca, porque la concentracion de iones en la solucién

junto con las propiedades fisico-quimicas, pueden
afectar la movilizacién de nutrientes desde el suelo a
la planta (Jungk 2001). Este comportamiento se pue-
de apreciar en la Figura 3.
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7,00 1

6,00 A

5,00 -
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— 2,33
1,49
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Figura 3. Concentracién (%) de taninos condensa-
dos en el forraje de Lotus corniculatus
en los tres tratamientos

Otros factores ambientales también afectan el
contenido de taninos condensados, al respecto,
Robbins, Bavage, Allison, Davies, Hauck & Morris
(2005) encontraron que los niveles de taninos se
incrementaron en hojas y tallos de Lotus cornicu-
latus al duplicarse el CO, ambiental

Cuando se realizd el andlisis de varianza simple
para los promedios de taninos condensados se en-
contraron diferencias estadisticas altamente signi-
ficativas (P<0,01), entre los tratamientos, lo cual se
puede atribuir a las diferencias de las propiedades
fisicoquimicas existentes en cada parcela.
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Taninos hidrolizables en forrajes

En los taninos hidrolizables se encontré un com-
portamiento similar al de los taninos condensados
y fue posible establecer que en el tratamiento 2 se
presentaron mayores contenidos de estos meta-
bolitos, como se observa en la Figura 4:
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o
&
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Figura 4. Concentracion (%) de taninos hidroliza-
bles en el forraje de Lotus corniculatus
en los tres tratamientos

El comportamiento presentado con los taninos
hidrolizables, también es posible atribuirlo a las
condiciones fisicas del suelo, ya que con la adi-
cién de arena, predominan condiciones de baja
retencion de humedad, y ello afecta la alimen-
tacion radicular y produce trastornos severos
en el desarrollo vegetal. Esta situacion pudo
haber generado condiciones para un incremen-
to en los niveles de metabolitos secundarios
como son los taninos hidrolizables. Lo anterior
es coherente con lo expresado por Thevenot,
Dignac & Rumpel, (2010), cuando manifiesta
que la concentraciéon de metabolitos secunda-
rios depende de diversos factores, como pH
y textura. Al respecto, Vilela, Gonzalez-Paleo
& Ravetta (2011), sehalan que las plantas en
zonas aridas desarrollan enorme diversidad de
metabolitos secundarios debido a las presiones
de seleccion y a las relaciones de disponibili-
dad de recursos.

Tabla 3. Resumen de estadistica descriptiva taninos hidrolizables

Grupos Cuenta Suma Promedio
T 3 25,43902 8,4796748
T2 3 29,9268293 9,97560976
T3 3 28,1707317 9,3902439

Varianza SD %CV
0,341661709 0,58451836 6,89
0,000594884 0,02439024 0,24

0,0446163 0,21122571 2,25

Como se puede apreciar en la Tabla 3 los bajos
coeficientes de variabilidad muestran una buena
confiabilidad en el valor reportado de promedios del
andlisis de taninos hidrolizables y al realizar el anali-
sis de varianza simple para los promedios de TH se
encontraron diferencias estadisticas altamente sig-
nificativas (P< 0,01), entre los tratamientos, lo cual se
puede atribuir a las diferencias de las propiedades
fisicoquimicas existentes en cada parcela.

Fenoles totales (FT)

En los fenoles totales, se encontré un comporta-
miento similar al de los taninos condensados e

hidrolizables, sin embargo cuando se realizo el
analisis de varianza simple para los promedios
de FT, no se encontraron diferencias estadisticas
altamente significativas (P >0,05), entre los trata-
mientos, lo cual indica que los tipos de suelo de
cada parcela no afectaron la produccién de estos
metabolitos. Lo anterior, no coincide con lo plan-
teado por Garcia et al. (2007), quienes evaluaron
el efecto de la fertilizacién organica en el perfil po-
lifendlico de Morus alba, y encontraron interaccio-
nes significativas entre los factores fertilizacién y
variedad para los fenoles totales y las cumarinas
con un nivel de significancia de (P<0,05), el traba-
jo citado encontré que los contenidos de fenoles
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totales y cumarinas tienden a disminuir con el in-
cremento de niveles de fertilizacion.
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Figura 5. Concentracién (%) de fenoles totales en
el forraje de Lotus corniculatus en los
tres tratamientos

Taninos que precipitan proteina (TPP)

Dado que los taninos condensados tienen la ca-
pacidad para adherirse a otras moléculas, como
proteinas, polisacaridos, minerales, carbohidra-
tos, celulosa, células de las membranas bacte-
rianas y enzimas involucradas en la digestion de
los compuestos antes mencionados, la uniéon con
proteinas es una de las caracteristicas que pre-
sentan mayor impacto en la nutricién animal. Por
lo anterior se determind la concentracién de TPP,
y se encontrd que en el tratamiento 2 se presenta
mayor concentracion de TPP, y ello coincide con
unas caracteristicas fisicoquimicas en el suelo,
inferiores a las de los demas tratamientos.

Cuando se realiz6 el andlisis de varianza simple
para los promedios de TPP se encontraron dife-
rencias estadisticas altamente significativas (P<
0,01), entre los tratamientos, lo cual se puede atri-
buir a las diferencias de las propiedades fisicoqui-
micas existentes en cada parcela. Lo anterior es
coherente con lo expresado por Posada, Montoya
& Ceballos (2005), en el sentido de que la fertili-
dad del suelo es un factor interviniente en el con-
tenido de taninos en las especies vegetales.

En la Figura 6 se observa el comportamiento de
los taninos que precipitan proteina en el forraje de
Lotus corniculatus en los tres tratamientos

0,832b
0,900 7 0,778¢

0,800 0,687a
0,700 -
0,600
0,500 4
0,400 4
0,300 -
0,200 A
0,100 -
0,000

Valor porcentual (%)

Tl T2 T3

Tipos de suelo

Figura 6. Concentracién de Taninos que Precipitan
Proteina (TPP) en los tres tratamientos

La presencia de TPP es particularmente im-
portante en la utilizacion del Lotus corniculatus
como forraje para alimentacién de rumiantes, si
se tiene en cuenta que Wang, Douglas, Wag-
horn, Barry, Foote & Purchas (1996), al evaluar
la mejor produccion de ovejas que pastorearon
este forraje en contraste con la alfalfa, encontra-
ron mejores rendimientos en el primero, debido
a que los TC del Lotus corniculatus complejaron
las proteinas y facilitaron la absorcion de ami-
noacidos especificos (valina, leucina, arginina y
lisina) en el intestino delgado. Asi mismo, hubo
una menor concentracion de acidos grasos vo-
latiles, producto de una menor desaminacion a
nivel ruminal.

Analisis de correlacion entre las varia-
bles del suelo y los metabolitos
secundarios

Los resultados obtenidos en el estudio de la corre-
lacién entre las variables del suelo y los metabolitos
secundarios se pueden observar en la Tabla 4:
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Tabla 4. Andlisis de coeficientes de correlacion-significancia estadistica

7C TH FT TPP N-NH4 N-NO3 CICE  PH CE
TC 1,000
TH NS 1,000
FT *+(4) NS 1,000
TPP NS **(4) NS 1,000
N-NH4 NS *(.) NS () 1,000
N-NO3 NS NS NS NS *() 1,000
CICE  *() NS *+(2) NS NS NS 1,000
PH NS **(4) NS *(2) *() NS NS 1,000
CE NS NS NS NS NS **(+) NS NS 1,000

* Correlacion significativa (P<0,05)
** Correlacion altamente significativa (P<0,01)
NS: Correlacion no Significativa (P>0,05)

En la Tabla 4, se observa que el pH de los suelos,
correlacion6 de manera positiva y y no significa-
tiva con la produccion de taninos condensados
y altamente significativa con la concentracion de
TH, pero presenté correlacion negativa altamente
significativa con los TPP.. Lo anterior coincide con
lo planteado por Hagerman et al. (1998) al exponer
que los taninos no precipitan proteina a pH muy
altos. Al respecto Ramos et al. (1998), citando a
Koupai - Abyazani (1993), expresan que los com-
plejos tanino-proteina se forman con mayor facili-
dad a un pH proximo a 6,0, correspondiente a los
valores medios en el rumen.

Se detectd que el nitrégeno amoniacal correla-
ciondé de forma negativa y muy significativa con
la concentracion de taninos hidrolizables y con
los taninos que precipitan proteina. El Nitrogeno
nitrico no afectdé de manera significativa el con-

tenido de taninos condensados, TH, FT, TPP, en
Lotus curniculatus. Finalmente, se destaco la co-
rrelacion negativa y de alta significancia estadis-
tica entre la capacidad de intercambio cationica
efectiva de los suelos y la produccion de taninos
condensados y fenoles totales en la planta es-
tudiada. No se encontraron correlaciones sig-
nificativas entre la conductividad eléctrica y los
metabolitos secundarios estudiados, y ello no
coincide con lo reportado por Arambula, Ibarra,
Gonzélez, Galindo & Hernandez (2010), quien
habia identificado una correlacién alta y positi-
va entre el contenido fendlico y la conductividad
eléctrica en suelos de textura arcillo-arenosa.
En el mismo sentido, Santacoloma & Granados
(2012) hallaron una alta correlacion entre el valor
de la conductividad eléctrica del suelo y el conte-
nido de metabolitos secundarios en las especies
Gliricidis sepium y Tithonia diversifolia.
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Saponinas

Los resultados de la presencia de saponinas en
las muestras de forraje de los tres tratamientos
realizada a través de analisis cualitativo se pre-
sentan en la Tabla 5:

Tabla 5.Resultados obtenidos en la
determinacion de saponinas

Tratamiento Ei‘ﬁxlrgg Ei‘ﬁln‘::
Tratamiento 1 3 mm 4 mm
Tratamiento 2 4 mm 4 mm
Tratamiento 3 5 mm 4 mm

Segun el anadlisis cualitativo no se identifico la
presencia de saponinas en las muestras, Estos
compuestos, al igual que los taninos en concen-
traciones optimas, podrian tener incidencia en la
mejora de la eficiencia en la utilizacion del alimento
en rumiantes, aumentando el flujo de proteina mi-
crobiana hacia el duodeno (Makkar et al., 1997). Al
respecto Abreu et al. (2004) encontraron en frutos
con contenidos de saponinas una reduccion de la
poblacién de protozoarios, lo cual puede redundar
en una utilizacion eficiente de la fibra.

Alcaloides

En el ensayo no se reporté presencia de alca-
loides, metabolitos frecuentes dentro de las le-
guminosas, que le confieren un sabor amargo y
algunas caracteristicas de toxicidad. En la Tabla 6
se presentan los resultados obtenidos:

Tabla 6. Resultados obtenidos en la determinacion de alcaloides

Tratamiento Color Presencia
Tratamiento 1 Amarillo oscuro-café No
Tratamiento 2 Amarillo oscuro-café No
Tratamiento 3 Amarillo oscuro-café No

Conclusiones

Los resultados permiten concluir, que en suelos
de buenas caracteristicas de fertilidad se pre-
senta una disminucion en la concentracion de
metabolitos secundarios, en la especie Lotus
corniculatus. Desde el punto de vista nutricio-
nal, esto tiene alta relevancia, ya que basado en
las cuantificaciones realizadas, la especie culti-
vada en un suelo de 6ptima fertilidad presenta
buena calidad nutricional para ser empleada en
la alimentacion de rumiantes, debido a las ba-
jas concentraciones de compuestos con poten-
cialidades toxicas. Lo anterior, se sustenta en
que los taninos en concentraciones que van de

bajas a moderadas previenen timpanismos e in-
crementan el flujo de nitrdgeno no amoniacal y
de aminoacidos esenciales del rumen.

Los contenidos de Taninos Condensados fue-
ron intermedios, aunque ligeramente altos para
el forraje presente en suelos poco fértiles, es-
tos ultimos son cercanos a valores que pueden
afectar la fermentacion en el rumen, no obstan-
te, constituyen valores que coinciden, de ma-
nera general, con los valores de la fraccion co-
mestible de leguminosas tipicas utilizadas para
la alimentacion animal.
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Las relaciones entre el suelo y el metabolismo
secundario de las plantas constituyen un factor
importante para disminuir el efecto adverso que
tienen algunos forrajes sobre la digestion y absor-
cion de nutrientes en rumiantes

Las evaluaciones de recursos forrajeros, median-
te la determinacion de la concentracion de com-
puestos secundarios, como variables asociadas
al valor nutritivo, resultan de vital importancia en
la caracterizacion integral de recursos forrajeros
para animales rumiantes
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