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RESUMEN

Se utilizaron 44 lechones hibridos Duroc x Landrace destetados a 21 dias de edad. Al
destete se sacrificaron 4 lechones como referencia. 40 lechones se asignaron en dos grupos
(20 animales por grupo). Cada grupo se trabajé en dos diferentes meses. En cada grupo se
reasignaron los lechones en dos tratamientos: dieta con sorgo alto en taninos y dieta con
sorgo bajo en taninos. Los hibridos de sorgo estudiados fueron: 5300R de ABT (sorgo bajo
en taninos, < de 0.5% de taninos) y 81G67 de Pioneer 8172 (alto en taninos, > de 4% de
taninos), los cuales se analizaron y se determind su perfil de proteinas. En cada grupo, los
lechones se alojaron en 4 corrales de destete suspensos, proveidos de bebederos de chupdn
y comederos con seis bocas, estando 5 lechones por corral en cada tratamiento. Los
animales se pesaron al destete y al sacrificio. Los lechones tuvieron libre acceso al agua y
alimento durante todo el periodo experimental que fue de 16 dias. En cada grupo se
sacrificaron 2 lechones de cada tratamiento al dia 3 postdestete y al dia 16 posdestete se
sacrificaron 2 lechones de cada tratamiento a la hora 3, 6, 9 y 12 postconsumo de alimento.
La forma de sacrificio fue insensibilizando a los lechones por inhalacion de bioxido de
carbono durante 3 minutos y se secciond la yugular. Se abrid la cavidad abdominal para
colectar y pesar el pancreas y posteriormente se determind la actividad total y especifica de
la tripsina, de igual manera se colectaron y pesaron el estdmago, higado e intestino delgado.
Se colecto el contenido (digesta) de estobmago, yeyuno e ileon. Los resultados de las
variables de respuesta se analizaron por medio del procedimiento de modelos lineales
generales (GLM) del paquete estadistico SAS. Se utilizd un disefio de bloques completos
aletorizados, contando cada uno de ellos con dos tratamientos. El factor de bloqueo fueron
las camadas de lechones. Se corrieron 4 geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%: 1
con digestas de estomago, 1 con digestas de yeyuno, 1 con digestas de ileon de los 2
tratamientos a la hora 3, 6, 9 y 12 postconsumo de alimento y 1 gel con digestas de
estdbmago, yeyuno e ileon de los 2 tratamientos a la hora 12 postconsumo de alimento. El
analisis quimico de los sorgos indica que son muy similares excepto en el contenido de
fibra detergente neutro. El nivel de taninos de la dieta no afecté (P<0.05) el peso absoluto o
relativo del pancreas, estdmago, higado e intestino delgado. Sin embargo el peso absoluto
de los drganos digestivos vari6 en funcidn del dia posdestete en que los lechones fueron
sacrificados. El peso relativo de los érganos digestivos tuvo un comportamiento similar en
relacion al dia posdestete, excepto el peso relativo del higado que fue constante en todo el
periodo experimental. Para el peso absoluto del estbmago se observé una interaccion
(P<0.05) entre la dieta consumida y el dia de sacrificio. La actividad total de la tripsina no
se vio afectada por el tipo de sorgo utilizado, mientras que la actividad especifica vari6 con
el dia del sacrificio. Los trimeros y dimeros de kafirina de los geles se van digiriendo
conforme pasan a través del tracto digestivo. Las kafirinas o, es la fraccidn mas resistente a
la digestion enzimatica a través de su paso por el tracto digestivo. Las kafirinas  son
altamente digestibles y absorbibles.

(Palabras clave: taninos, kafirinas).



SUMMARY

We used 44 Duroc x Landrace hybrid pigs weaned at 21 days of age. 4 weaning piglets
were sacrificed for reference. 40 piglets were allocated into two groups (20 animals per
group). Each group worked in two different months. In each group, piglets were re-
allocated to two treatments: diet with high tannin sorghum and sorghum diet low in tannins.
The sorghum hybrids were: ABT 5300R (low tannin sorghum, <0.5% tannins) and Pioneer
81G67 8172 (high tannin, >4% tannins), which was analyzed and found his profile protein.
In each group, the piglets were housed in 4 pens at weaning suspended, provided with
nipple drinkers and feeders with six mouths, with 5 pigs per pen in each treatment. The
animals were weighed at weaning and slaughter. The piglets had free access to food and
water throughout the experimental period was 16 days. In each group were sacrificed 2
piglets from each treatment on day 3 after weaning and 16 days after weaning piglets were
sacrificed two of each treatment at the time 3, 6, 9 and 12 hours post-consumption of food.
The form of sacrifice was numbing to piglets by inhalation of carbon dioxide for 3 minutes
and severed the jugular. The abdominal cavity was opened to collect and weigh the
pancreas and then determined the total and specific activity of trypsin, The same were
collected and weighed as stomach, liver and small intestine. We collected the contents
(digesta) of the stomach, jejunum and ileum. The results of the response variables were
analyzed using the general linear models procedure (GLM) of SAS. We used a block
design aletorizados, counting each with two treatments. The blocking factor was the litters
of piglets. 4 were run polyacrylamide gels (SDS-PAGE) 12%: 1 with digesta of stomach, 1
with jejunal digesta, 1 with ileal digesta each one with the two treatments when 3, 6, 9 and
12 hours post-consumption of food and 1 gel digests of the stomach, jejunum and ileum of
the two treatments at 12 hours post-consumption of food. The chemical analysis indicates
that sorghum are very similar except in the neutral detergent fiber. The level of tannins in
the diet did not affect (P <0.05) absolute or relative weight of the pancreas, stomach, liver
and small intestine. However, the absolute weight of the digestive organs varied depending
on the day after weaning when the pigs were slaughtered. The relative weight of digestive
organs had a similar pattern in relation to days after weaning, except for relative liver
weight was constant throughout the experimental period. For the absolute weight of the
stomach is an interaction (P <0.05) between the diet consumed and the day of sacrifice. The
total activity of trypsin was not affected by the type of sorghum was used, while the
specific activity varied with the day of slaughter. The kafirins trimers and dimers of the gels
were digested as they pass through the digestive tract. The kafirins o are the fraction more
resisting to enzimatic degradation through its passage by the digestive tract. The kafirins
are highly digestible and absorbable.

(Key words: tannins, kafirins).
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EFECTO DEL NIVEL DE TANINOS DEL SORGO [Sorghum bicolor (L.) Moench]
SOBRE LA DINAMICA DE LA DIGESTION DE LAS KAFIRINAS Y LA FUNCION
DIGESTIVA EN LECHONES RECIEN DESTETADOS

I.INTRODUCCION.

El alimento representa entre el 60 y el 75% del costo total de la produccion de cerdos.
Los aminoacidos, carbohidratos, vitaminas y minerales deben ser balanceados y ofrecidos a
través del alimento, con el previo conocimiento de los requerimientos del animal y su etapa
productiva. En el transcurso de las ultimas tres décadas se ha realizado un gran esfuerzo
para mejorar la productividad en los sistemas porcinos, enfocandose principalmente a
obtener un mejor indice de conversion alimenticia, que se traduzca en una mayor tasa de
crecimiento de los animales. Sin embargo, en afios recientes se ha generado un nuevo
concepto de bienestar global en la porcicultura, enfocado al bienestar y la salud de los
animales, asi como al cuidado del medio ambiente. Este nuevo concepto de produccion ha
tenido como resultado cambios importantes en las condiciones de alojamiento y de manejo
de los animales, asi como en la composicion del alimento para cubrir los requerimientos
nutricionales. Estos cambios son influenciados por diferentes factores como: el medio
ambiente (temperatura, humedad, tipo de instalacién y competencia por el alimento), la
raza, el sexo y la genética, el estado de salud de la madre, la presencia de factores
antinutricionales (FAN) en la dieta, la disponibilidad y absorcion de los nutrientes en la
dieta, la variabilidad en el contenido de nutrientes y disponibilidad en el alimento, la
cantidad de aditivos y promotores de crecimiento, la concentracién de energia en la dieta y

la estrategia de alimentacion (limitada o a libre acceso) (Goodband, 2000).



La fase de crianza de los lechones es un periodo critico en la produccion porcina, en
donde los factores ambientales y psicosociales tienen un impacto importante en el bienestar
animal y por ende en sus requerimientos nutricionales.

Las necesidades nutritivas de los lechones destetados son elevadas (NRC, 1998). El
cambio de la leche materna al alimento sélido suele ser dramatico para el lechén, teniendo
como resultado una inapetencia transitoria y en consecuencia una tasa de crecimiento
negativa en los primeros dias postdestete. Estos efectos negativos podrian disminuirse
mediante una cuidadosa formulacién de dietas palatables con un alto contenido energético y
un adecuado equilibrio de nutrimentos (Danielsen, 1998). Reis de Souza et al. (2007)
recomiendan el uso de ingredientes digestibles y con baja concentracion de FAN, los cuales
disminuyen la digestibilidad del nitrégeno (Allee y Touchette, 1999). Los taninos y los
polisacaridos no amildceos de los cereales (por ejemplo glicoproteinas como la
glicoproteina rica en hidroxiprolina o extensina que es altamente resistente a la mayoria de
las proteasas) son FAN que podrian afectar negativamente la digestibilidad de la dieta, lo
que puede limitar su inclusién en las raciones para lechones en las fases iniciales de
alimentacion (Duodu et al., 2003; Reis de Souza et al., 2005).

Existe poca informacion publicada respecto al efecto que tienen los taninos de la dieta
en el desarrollo digestivo de los lechones recién destetados, generalmente se habla del
efecto negativo que tienen los taninos en el proceso digestivo de los cerdos, mientras que la
informacion publicada referente a las prolaminas del sorgo es amplia.

Siendo el sorgo el segundo cereal mas producido en México, después del maiz

(USDA, 2009), consideremos que el presente estudio tiene como finalidad comparar la



respuesta digestiva de lechones recién destetados a la ingestion de alimento elaborado en

base a dos variedades de sorgo que difieren en su contenido de taninos.



II. REVISION DE LITERATURA.

2.1 La edad al destete y el estado fisioldgico del lechén.

En el continente americano el destete de los lechones se realiza generalmente
alrededor de los 21 dias de edad. En comparacion a los destetes ultraprecoces (10-14 dias
de vida), el destete a los 21 dias permite mejorar el estado sanitario del lechdn y maximizar
el rendimiento reproductivo, lo que resulta en més cerdos destetados por hembra al afio. Sin
embargo, se debe considerar que el destete se asocia con problemas inmunoldgicos, ya que
los lechones recién destetados poseen un sistema inmune inmaduro y al trasladarse a
nuevos alojamientos que contienen patdgenos potenciales, éstos amenazan su salud (Allee
y Touchette, 1999). Por otro lado, existen problemas nutricionales y neuroendécrinos que
frecuentemente resultan en una disminucion del consumo de alimento y del crecimiento
del lechodn, pues estos animales poseen un sistema digestivo poco desarrollado (Reis de
Souza et al., 2007).

Los lechones también estan sujetos a otros agentes estresantes al destete, entre ellos
se incluye el estrés psicologico debido al cambio de instalaciones, a la separacion de la
madre y de los hermanos de camada y consecuentemente al establecimiento de nuevas
jerarquias en los grupos recién formados, que puede resultar en una liberacion de elevados
niveles de cortisol. Todos los factores de estrés anteriormente mencionados, resultan en una
disminucion del consumo de alimento, principalmente durante los tres primeros dias
postdestete, ocasionando que el intestino delgado experimente grandes cambios en la
arquitectura de las vellosidades, reduciendo la actividad enzimatica y la capacidad digestiva

(Kelly et al., 1991; Allee y Touchette, 1999).



Otros factores que contribuyen a la atrofia de las vellosidades intestinales, descritos
por Allee y Touchette (1999), se relacionan con la ausencia del consumo de leche, la
ingestion de una dieta sdlida, la invasion por microorganismos o la introduccion de
compuestos alergénicos en la dieta postdestete. Cuatro o cinco dias después del destete, el
intestino entra en una fase de recuperacion que se manifiesta por hiperplasia de las criptas y
alargamiento de las vellosidades. Este es también el momento en el que el consumo de la
dieta sélida ha mejorado lo suficiente como para suministrar los nutrimentos necesarios
para que el crecimiento continle, por lo que se desarrolla cierto nivel de madurez
anatémica y fisioldgica (De Pasillé et al., 1989).

Asi, para que se genere el proceso de adaptacion digestiva es necesario que los
lechones recién destetados consuman proteinas de origen vegetal (Aguilera et al., 2005).

2.2 Componentes de la dieta iniciadora.

La formulacion de dietas iniciadoras debe cubrir las necesidades nutricionales de los
lechones, al tiempo que se minimice la contaminacion ambiental, reduciéndose la excrecion
de nitrogeno y fosforo en heces y orina, ademés de reducir e incluso eliminar el uso de
antibidticos como promotores de crecimiento (Danielsen, 1998).

La rentabilidad de la produccion porcina esta determinada principalmente por el éxito
o fracaso de la transicion de la leche materna a dietas solidas, sin que ocurra una reduccién
del crecimiento o presencia de enfermedades. El potencial de crecimiento de los lechones
es alto inmediatamente después del destete, pero el limitado consumo de alimento junto con
un sistema digestivo inmaduro impide a menudo que se alcance este potencial en

condiciones practicas (Allee y Touchette, 1999).



El consumo precoz de alimento solido depende del apetito, de la aceptabilidad de los
alimentos que se ofrecen y del modo en que son tolerados y digeridos por el lechdn. Los
lechones recién destetados son capaces de distinguir, elegir y expresar su preferencia por
dietas que contienen diferentes cereales (Reis de Souza et al., 2005).

Para elaborar dietas iniciadoras con alta calidad nutrimental que faciliten el proceso
digestivo en el periodo postdestete, se usan aditivos, como los acidificantes, enzimas,
probidticos y prebidticos; asi como ingredientes altamente digestibles como los
concentrados proteinicos y otros subproductos de origen vegetal o animal. Se recomienda
incorporar a estas dietas justo después del destete, los productos lacteos, como el suero de
leche, en virtud de que son fuente de lactosa y proteinas, debido a sus efectos benéficos
sobre el desempefio zootécnico, digestivo y nutrimental del lechdn (Reis de Souza et al.,
2007).

Las necesidades nutritivas de aminoacidos pueden suplirse mediante la utilizacion de
un elevado nivel proteico, pero se debe considerar que un exceso de proteina aumenta la
incidencia de diarreas y reduce la utilizacion de la proteina. Se recomienda cubrir las
necesidades de aminoacidos con un nivel de proteina lo méas bajo posible, pudiendo afiadir
aminoacidos sintéticos especificos. Los diez aminoacidos esenciales que deben
considerarse en una dieta para cerdos son: lisina, treonina, triptéfano, metionina, leucina,
isoleucina, histidina, valina, arginina y fenilalanina. La mayoria de los granos de cereales
son limitantes en lisina, triptofano, treonina y metionina, por lo que dichos aminoacidos son
importantes en la determinacion de la calidad de proteina para la alimentacion de cerdos

(Goodband, 2000).



2.2.1 El sorgo en la alimentacion de lechones.

El sorgo ocupa el quinto lugar mundial en los granos de mayor importancia
econdmica y se considera un cultivo alimenticio primario en los tropicos semiaridos de
Asia, Africa y Sudamérica, ya que se cultiva en areas secas con poca humedad en el suelo
(Chamba et al., 2005). El sorgo es un grano que consume la poblacion més pobre del
mundo y su uso estd dado por los niveles de almidon y proteina similares a otros granos de
cereales, siendo las prolaminas las mas abundantes en los granos de cereales, por lo que son
una fuente importante de proteina para los humanos y el ganado (Bansal et al., 2008). En
México el sorgo es el segundo cereal que mas se produce y representa el 68% de todos los
cereales usados en la industria ganadera mexicana (Mariscal-Landin et al., 2004).

2.2.1.1 El grano del sorgo.

El grano de sorgo tiene un didmetro comprendido entre 3 y 6 mm (lbar, 1984) y se
compone de tres partes: pericarpio, endospermo y germen (Figura 1).

Figura 1. Estructura interna de un grano de sorgo (Farias, 2005).

Endosperma Pericarpio

Germen

El pericarpio o epidermis consta de tres capas conteniendo pigmentos y ceras la mas
externa de ellas, la capa media se constituye por granulos de almidén incluidos en una

densa red proteica y la capa interna esta formado por células en forma de cruz y tubulares.
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El endospermo o tejido de almacenamiento se compone mayormente de proteina y
carbohidratos y se conforma por una capa de aleurona y porciones de endospermo cérneo y
harinoso. La capa de aleurona se localiza inmediatamente debajo del pericarpio y consiste
de pequefias células densas con un contenido relativamente alto de aceite y proteina. El
endospermo corneo se localiza debajo de la aleurona y esta constituido por células que
contienen almiddn y que se entremezclan con una gruesa matriz proteica compuesta por los
cuerpos proteicos. EI endospermo harinoso se localiza en el centro del grano y esta rodeado
por el endospermo cérneo (Rooney y Clark, 1968).

El germen se encuentra firmemente incrustado en el grano y contiene el embrion de la
nueva planta y sus estructuras asociadas (Rooney y Clark, 1968; Farias, 2005).

El endospermo conforma el 82% del grano de sorgo, el germen el 10% y el pericarpio
y tejidos asociados (salvado) el 8% (Wall y Blessin, 1969). Cerca del 90% del almidén y
80% de la proteina total se encuentra en el endospermo, mientras que el 75% del extracto
etéreo esta en el germen (Rooney y Clark, 1968). En términos generales el grano de sorgo
contiene un 2% de fibra, de 8 a 12% de proteina y de 72 a 76% de almidén. La
composicion del germen es de 28% de aceite, 19.5% de proteina y 10% de cenizas (Wall y
Blessin, 1969).

El almidon del sorgo, mayor componente del grano, contiene amilosa y amilopectina,
el primero es un polimero lineal y el segundo es un polimero ramificado (Serna-Saldivar y
Rooney, 1995). El contenido de amilosa esta correlacionado positivamente con la dureza
del endospermo (Cagampang y Kierls, 1984). La proteina es el segundo mayor componente
(Serna-Saldivar y Rooney, 1995). Del total de acidos grasos los que se encuentran en mayor
concentracion son el acido linoleico, oleico y palmitico (Osman et al., 2000). La fibra del

8



sorgo se encuentra principalmente en el pericarpio y en las paredes celulares del
endospermo y estd formado bésicamente por celulosa y glucuronoarabinoxilanos,
respectivamente (Verbruggen, 1993), aunque también contiene B-glucanos, lignina,
pectinas y gomas (Hoseney, 1994). Del 3.7 al 7.9% del grano es fibra insoluble, mientras
que del 1.1 al 1.23% es fibra soluble (Serna-Saldivar y Rooney, 1995).

Avellaneda (1999) y Bansal et al. (2008) describen que las proteinas del grano de
sorgo se han clasificado segun su solubilidad en albuminas (solubles en agua), globulinas
(solubles en soluciones salinas), prolaminas (solubles en alcohol) y glutelinas (solubles en
soluciones basicas). Las principales prolaminas del sorgo son las kafirinas, que son las
proteinas méas abundantes del grano de sorgo, conformando el 70-80% de las proteinas del
endospermo (Mazhar et al., 1993; Nunes et al, 2005; Wong et al., 2009) y el 40-55% de las
proteinas totales en el grano maduro, ademas de que contienen elevados niveles de prolina
y glutamina (Bansal et al., 2008; De Mesa-Stonestreet et al., 2010), que en conjunto suman
el 30% de los residuos totales en las fracciones totales de kafirinas (Belton et al., 2006).

Belton et al. (2006) mencionan que las prolaminas de los cereales comprenden una

mezcla de componentes monoméricos (o y B kafirinas), oligoméricos (o y y kafirinas) y
poliméricos (o, By y kafirinas). Diversos autores clasifican las kafirinas de acuerdo a su
peso molecular, estructura y solubilidad (Cuadro 1).

En conjunto las kafirinas a representan el 66—84%, las kafirinas B el 8-13% Yy las
kafirinas y representan el 9-21% de las kafirinas totales (Chamba et al., 2005; Wong et al.,
2009; De Mesa-Stonestreet et al., 2010) vy las kafirinas & se presentan en bajos niveles (De
Mesa-Stonestreet et al., 2010) (Figura 2). Las kafirinas o se localizan en la parte central e

interna del cuerpo proteico y ademas, son las mas abundantes de las prolaminas del sorgo
9



(Oria et al., 1995; loerger et al., 2007; De Mesa- Stonestreet et al., 2010), mientras que las

kafirinas B y las kafirinas vy, se encuentran localizadas en la periferia del cuerpo proteico o

como una inclusion en el mismo (Chandrashekar y Mazhar, 1999; Taylor et al., 2007),

dificultando el acceso de las enzimas para digerir las kafirinas a.

Cuadro 1. Clasificacion de las kafirinas por diversos autores.

Autor Kafirinas a. | Kafirinas B | Kafirinasy | Kafirinas &
(kDa) (kDa) (kDa) ( kDa)

Mazhar y Chandrashekar (1995) 24-28'y 22 19 27 -
Hamaker et al. (1995); Oria et al. (1995); Duodu et al. (2002) 23y 25 16, 18, 20 28 -
Chandrashekar y Mazhar (1999) 23y 25 19 27 NE*
Emmambux y Taylor (2003); Nunes et al. (2005) 23y 25 20 28 -
Belton et al. (2006) 26-27 18.74 20.2 12.9
Bansal et al. (2008) 23y 25 15,17y 18 28 -
Wong et al. (2009) 23y 25 20 28 -

De Mesa-Stonestreet et al. (2010) 23y 25 18 20 13

*NE: No estudiado.

Una alta proporcion de las kafirinas o totales son extraibles en solucion alcohdlica

como una mezcla de monémeros, oligdmeros y polimeros, pero algunas subunidades estan

presentes en polimeros insolubles y solo se pueden extraer en condiciones de reduccion

(Belton et al., 2006).

Belton et al. (2006) y De Mesa-Stonestreet et al. (2010) describen que el peso

molecular de las kafirinas y es mucho menor al descrito por los demés autores presentados
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en el Cuadro 1. Belton et al. (2006) muestra el peso molecular de una kafirina y cuya
secuencia estd determinada. Mazhar et al. (1993) realizaron un experimento donde
corrieron muestras de prolaminas del sorgo extraidas con 40-80% de terbutanol y
detectaron Unicamente bandas de Kkafirinas oy, kafirinas o, y kafirinas f. También
mencionan que las kafirinas y se llegan a encimar en la banda de las kafirinas o.

Figura 2. SDS-PAGE de kafirinas totales del grano de sorgo sin reducir, extraidas

con terbutanol al 60% (Modificado de Belton et al., 2006).
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El sorgo tiene mayor contenido de proteina cruda que el maiz, sin embargo su
proteina es menos digestible y varia en funcion de la cantidad de taninos presentes. Fialho

et al. (2004) indican que el sorgo bajo en taninos puede ser utilizado para reemplazar el
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maiz en dietas para lechones, sin afectar el consumo, la ganancia de peso y el indice de
conversion alimenticia.

Los taninos son compuestos polifenolicos de alto peso molecular que se encuentran
en el pericarpio del grano, y su nombre proviene del uso que se les ha dado para curtir las
pieles de los animales (del inglés tanning) (Avellaneda, 1999). La cubierta del sorgo puede
presentar una amplia variedad de colores dependiendo de la concentracion de taninos
(Belmar y Nava, 2005). La funcion de los taninos en la planta es retardar el crecimiento de
las semillas debido a la inhibicion de la degradacion del almidon y proteinas. Los taninos
protegen al grano del sorgo de la depredacion de los pajaros y de las infestaciones por
hongos (Reyes et al., 2000).

Los taninos son solubles en agua y precipitan las proteinas, aunque también pueden
formar complejos con el almidon y la celulosa (Reed, 1995). Por su estructura y reactividad
hacia los agentes hidroliticos se clasifican en dos grupos: los taninos hidrolizables o acidos
tanicos y los taninos condensados (Reed, 1995; Avellaneda, 1999; Belmar y Nava, 2005)
(Figura 3). En el sorgo, los taninos generalmente estan presentes en su forma condensada y
son conocidos como antocianidinas o leucoantocianidinas (Reyes et al., 2000).

Los acidos tanicos son facilmente hidrolizables por acidos o por enzimas, ademas de
que son mas solubles en agua que los taninos condensados. Son ésteres del acido galico y
del &cido elagico de centros moleculares que consisten en polialcoholes, tales como los
azucares y los fenoles como la catequina. El B-penta-O-galoil-D-glucosa es el &cido tanico
y es el compuesto modelo para los taninos hidrolizables. Ademas, se pueden clasificar por
el producto de la hidrdlisis, ya que los galotaninos producen acido galico y glucosa y los

elagitaninos producen é&cido elagico y glucosa. También producen reacciones de
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condensacion, por lo que el término de taninos condensados puede ser confuso (Reed,
1995).
Figura 3.Taninos condensados e hidrolizables

(Modificado de Avellaneda, 1999; Shaidi y Naczk, 2004).
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Los taninos condensados (proantocianidinas) se encuentran en el sorgo y no son
susceptibles a hidrolisis. Son polimeros flavonoides (polimeros de enlaces de flavo-3-ol
mediante un enlace de carbon interflavano que no lo hace susceptible a hidrolisis), pero
pueden ser degradados oxidativamente en &cidos fuertes para producir antocianidinas

(Reed, 1995; Avellaneda, 1999; Belmar y Nava, 2005).
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Los taninos forman complejos con polisacaridos, aminoacidos, acidos grasos y
acidos nucleicos, afectando la utilizacion de la energia y de la proteina, debido a una
disminucion de la actividad de las enzimas digestivas (Reyes et al., 2000; Serrano et al.,
2009). Ademas, disminuye la digestibilidad de la mayoria de los aminoacidos esenciales
debido a la formacion de complejos con las membranas de la mucosa. Los efectos
antinutricionales de los taninos, incluyen disminucién del crecimiento y del consumo de
alimento, ademas de una pobre conversion alimenticia (Reyes et al., 2000). Por otro lado,
se reporta que los taninos hidrolizables podrian causar efectos tdxicos a nivel sistémico,
sobretodo en el higado (Belmar y Nava, 2005), aunque faltan estudios en cerdos, ya que la
mayoria de los resultados publicados hacen referencia a ratas y pollos donde se puede
observar higado graso, necrosis hepética y renal (Jansman, 1993). Respecto a los efectos
toxicos sistémicos de los taninos condensados, Jansman (1993) reporta que no se conoce lo
suficiente ya que se asume que son relativamente resistentes a la hidrélisis en el intestino y
pasan por €l sin absorberse por las membranas intestinales.

Elkin et al. (1996) mencionan que la baja digestibilidad proteica del sorgo se
presenta aun en los sorgos con bajo contenido de taninos y Oria et al. (2000) mencionan
que dichos sorgos son los que mas se cultivan en el mundo, por lo que la naturaleza de las
proteinas es uno de los factores responsables de la digestibilidad baja del grano de sorgo.

Baxter et al. (1997) y Taylor et al. (2007) describen que los polifenoles, como los
taninos, en general, tienen una alta afinidad por las proteinas y péptidos que contienen una
alta proporcion de residuos de prolina en su secuencia, al considerar que las kafirinas son
las dltimas proteinas del sorgo en ser digeridas (Hamaker et al., 1986), observamos que
Taylor et al. (2007) y De Mesa- Stonestreet et al. (2010) describen que los taninos del
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sorgo se unen preferentemente a las kafirinas y, mas que a las kafirinas o y kafirinas £,
debido a su alto contenido de prolina.

Existen factores exdgenos como interacciones proteinas-componentes no proteicos
y factores enddgenos como la naturaleza de la proteina y su organizacion en el grano de
sorgo (Duodu et al., 2003), por lo que al estudiar la relacion existente entre los taninos y el
comportamiento de las kafirinas a través del paso por el tracto digestivo podremos conocer

mas acerca de esta interaccion.
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I11. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo general.

El presente estudio tuvo como finalidad determinar en lechones recién destetados la
dinamica de la digestion de las kafirinas del sorgo, y comparar durante los primeros 16
dias postdestete la respuesta morfofisioldgica a la ingestion de dietas formuladas con dos
variedades de sorgo, con distintos niveles de taninos (alto y bajo).

3.2 Objetivos especificos.

- Determinar la composicién quimica (materia seca, proteina cruda, energia bruta,
fibra detergente neutro y extracto etéreo), el nivel de taninos condensados y el perfil de
proteinas (albumina, globulina, kafirinas y glutelinas) de dos variedades de sorgos.

- Determinar el efecto del nivel de taninos condensados del sorgo de la dieta y de la
edad de los lechones sobre:

eLa actividad total (ATT) y actividad especifica (AET) de la tripsina en el tejido
pancreatico.

oEl peso absoluto (g) y peso relativo (g/kg de peso vivo) de pancreas, estbmago,
higado e intestino delgado.

- Determinar al dia 16 postdestete el efecto del nivel de taninos condensados de la
dieta y de la hora postconsumo sobre:

e La actividad total y especifica de la tripsina en el tejido pancreatico.

¢ El pH del contenido de estdmago, duodeno, yeyuno e ileon.

¢ El peso absoluto y relativo de pancreas, estomago, higado e intestino delgado.
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- Determinar la presencia de kafirinas en los sorgos y en los contenidos de estomago,
yeyuno e ileon y su comportamiento a través del paso por el tracto digestivo mediante la

técnica de Western Blot.
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1 Hibridos de sorgo y tratamientos a estudiar.

Para el desarrollo del proyecto se produjeron dos hibridos de sorgo, los cuales se
utilizaron para formular dos dietas: la variedad 5300R de ABT con bajo contenido de
taninos (<0.5%) y la variedad 81G67 de Pioneer con alto contenido de taninos (>4%),
ambos con niveles similares de kafirinas.

4.2 Dietas y animales.

Se elaboraron dos dietas (Cuadro 2) con el programa Optimal Formula 2000® (2005)
conteniendo cada uno de los sorgos y balanceadas segun los requerimientos descritos en el
NRC (1998) para lechones recién destetados.

Cuadro 2. Composicidn centesimal de las dietas experimentales.

Ingrediente Dietas’
SAT SBT

Sorgo 52.3 52.3
Lactosa 20.61 20.61
Caseina 19.2 19.2
Aceite de maiz 3.0 3.0
Sal comdn 0.5 0.5
Carbonato de calcio 0.6 0.6
Ortofosfato 2.2 2.2
Oxido de zinc 0.4 0.4
Tilosina 0.5 0.5
Vitaminas® 0.36 0.36
Minerales® 0.12 0.12
Composicion quimica

ms* 91.49 91.25

pc* 22.67 21.44

EM° 3.4 3.4

ISAT: dieta con sorgo alto en taninos. SBT: dieta con sorgo bajo en taninos. “Cada kg. de producto
contiene: vitamina A 10.20 Ul, vitamina D 1.98 U, vitamina E 0.06 Ul, vitamina K 1.20 mg, riboflavina (B2)
7.20 mg, vitamina B12 (cianocobalamina) 0.04 mg, colina 968.58 mg, niacina 36 mg, acido pantoténico 16.55
mg, tiamina (B1) 0.30 mg, piridoxina (B6) 0.31 mg, biotina 0.08 mg, 4cido félico 0.75 mg. *Cada kg. de
producto contiene: azufre 0.02 %, cobalto 0.72 mg, cobre 14.4 mg, hierro 120 mg, manganeso 36 mg, selenio
0.30 mg, yodo 0.96 mg, zinc 144 mg, cloro 0.03%. “Valor analizado (expresado en %). *Valor calculado
(expresado en Mcal/Kg de racion).
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Se utilizaron en total 44 lechones hibridos Duroc x Landrace destetados a los 21 dias
de edad, con un peso promedio de 8.9 kg. El experimento se realizd en dos grupos, cada
uno en un mes diferente, debido a limitaciones de espacio disponible y también debido a
la dificultad de sacrificar y tomar muestras a demasiados lechones en el mismo dia. En cada
grupo experimental se asignaron 10 lechones a cada uno de los dos tratamientos: dieta con
sorgo elevado o alto en taninos (SAT) y dieta con sorgo bajo en taninos (SBT), haciendo un
total de 20 animales por tratamiento (Figura 4). Al dia del destete del primer grupo
experimental se sacrificaron 4 lechones como control para los estudios morfofisiologicos.

Figura 4. Diagrama que muestra el agrupamiento de los lechones tomando en cuenta

los dos grupos experimentales.

Total 44

h 4 L 4
[ 20 . dieta SAT | [ 20 . dieta SBT |
4 . sacrificados dia 3 PDT| 4 . sacrificados dia 3 PDT
A 4 v
| 16 - sacrificados dia 16 PDT | | 16 - sacrificados dia 16 PDT |
A4 ¥
4 - hora3PCA 4 -+ hora3PCA
4 . hora6PCA 4 . hora6 PCA
4 -+ hora9PCA 4 - hora9PCA
4 . horal2PCA 4 . horal2PCA
PCA: postconsumo de alimento PDT: postdestete
SAT: sorgo alto en taninos (>4%) SBT: sorgo bajo en taninos (<0.5%)
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4.3 Alojamiento y manejo general.

En cada grupo experimental se utilizaron 20 lechones, los cuales se alojaron en cuatro
corrales de destete suspensos (dos corrales por tratamiento, con cinco animales por corral),
provistos de bebederos de chupon y, comederos con seis bocas y temperatura controlada.
Al dia 3 postdestete se sacrifico un lechdn de cada corral en cada grupo, quedando del dia 4
al dia 16 postdestete cuatro lechones por corral. Los animales se pesaron al destete y al
final del experimento. De las dietas experimentales se ofrecieron 200 g por animal por dia
durante la primera semana y 350 g por animal por dia durante la segunda semana
postdestete, distribuidos en tres servicios por dia. Los animales tuvieron libre acceso al
agua durante todo el experimento, el cual tuvo una duracion de 16 dias.

4.4 Sacrificio y toma de muestras.

Como se menciono anteriormente, el dia del destete del primer grupo experimental
se sacrificaron 4 lechones como control para los estudios morfofisiologicos. Al dia 3
postdestete se sacrificaron dos lechones por tratamiento en cada grupo experimental. Al
final del experimento (dia 16 postdestete), se sacrificaron 2 lechones por tratamiento en
cada grupo experimental a la hora 3, 6, 9 y 12 postconsumo de alimento (Figura 4).

Los lechones se inmovilizaron y se insensibilizaron por inhalacion de bidxido de
carbono durante tres minutos, posteriormente se secciond la vena yugular para
desangrarlos. Se abri6 la cavidad abdominal para colectar el higado y el péancreas, los
cuales fueron pesados. Se colectaron el estobmago e intestino delgado vaciandose sus
contenidos y registrandose su peso. El peso de los drganos se reportd en gramos (peso
absoluto) y en relacion al peso vivo (peso relativo). El pancreas se congelé inmediatamente
en nitrogeno liquido para transportarlo y se conservé posteriormente a -80° C hasta la
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determinacion de la actividad enzimatica. En el contenido del estbmago, duodeno, yeyuno e
ileon se midi6 el pH y se conservd en nitrogeno liquido para transportarlo al laboratorio.
4.5 Andlisis de laboratorio.
a) Granos de sorgo.
Los granos de sorgo se molieron empleando un molino Thomas-Wiley® a través de
una criba de Imm. El contenido de materia seca se determind por secado (AOAC, 2002);
proteina cruda de acuerdo al método de Kjeldahl (AOAC, 2002); energia bruta por
calorimetria (Bateman, 1970); fibra detergente neutro (Robertson y Van Soest, 1981) y
extracto etéreo por el método de extraccion con éter (AOAC, 2002). El contenido de
taninos condensados se obtuvo mediante extraccion con metanol (Price et al., 1978). El
perfil de proteinas se determiné utilizando la técnica descrita por Youssef (1998), a través
de la extraccion con diversas soluciones, obteniéndose las fracciones de manera sucesiva,
de acuerdo a los siguientes extractantes:
e agua (albuminas),
e cloruro de sodio al 5% (globulinas),
e solucion de terbutanol al 60% con 0.1% de hidrocloruro de guanidina
(kafirinas),
e solucion de terbutanol al 60% con 0.1% de hidrocloruro de guanidina y
0.6% de mercaptoetanol (kafirinas ligadas),
¢ solucidn buffer de borato de sodio al 0.5%, 0.6M de mercaptoetanol y 0.5M

de dodecil sulfato de sodio con un pH de 10.0 (glutelinas).

21



Exceptuando la fraccion de albumina, los sobrenadantes conteniendo las otras
fracciones de proteinas se dializaron por 48 horas con agua destilada (con un cambio a las
24 horas) en refrigeracion, y posteriormente se liofilizaron y se pesaron.

b) Dietas experimentales.

Las dietas se molieron empleando un molino Thomas-Wiley® a través de una criba
de Imm y se determind su contenido de materia seca por secado (AOAC, 2002) y la
proteina cruda mediante el método Kjeldahl (AOAC, 2002).

c) Pancreas.

En el pancreas se midi6 la actividad total de tripsina (ATT) mediante la técnica de
tritimetria o titulacion a punto final usando como sustrato BAEE (N,-Benzoil- -Arginine
ethyl ester) (Reboud et al., 1962). Se determind la cantidad de proteina en el pancreas
(Lowry et al., 1951) para reportar la actividad especifica de la tripsina (AET= ATT/ mg
proteina pancredtica). La ATT se reporta en Unidades Internacionales (Ul). Una Unidad de
actividad enzimatica se define como la catalizacion de la conversion de 1 umol de sustrato
(o la formacion de 1 umol de producto) en 1 minuto. La Actividad Especifica de una
enzima es el nimero de Unidades por mg de proteina (Eisenthal y Danson, 1992).

d) Identificacion de kafirinas por Western blot.

Los contenidos estomacales, del yeyuno e ileon se liofilizaron y se molieron
empleando un molino Thomas-Wiley® a través de una criba de 1mm. Posteriormente se
corrieron en 4 geles SDS-PAGE al 12%. En cada pozo se colocaron 100 ug de contenido
siguiendo la metodologia de Laemmli (1970) y en el pozo del marcador de peso molecular

16 pl (161-0374 de Bio-Rad).
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Para realizar el Western blot, el gel corrido se transfirié a papel de nitrocelulosa y se
blogqued, siguiendo la metodologia de Le Gall et al. (2005), los anticuerpos utilizados
fueron contra kafirinas del sorgo (Garcia- Casanova et al., 2008). Para la revelacion final se
incubo el papel transferido usando un anticuerpo de burro anti-conejo 1gG y se reveld con
el kit de sustrato para peroxidasa (Vector NovaRED).

El orden de las muestras de digesta contenida en cada uno de los cuatro Western Blot,
correspondiente a las digestas de estbmago, yeyuno e ileon, mostrados en los resultados es
el siguiente:

- Western blot con muestras de digesta estomacal: marcador de peso molecular,
mezcla de SAT y SBT, en los siguientes 4 pozos muestras de la digesta del SBT
correspondientes a la hora 3, 6, 9 y 12 postconsumo de alimento, y en los siguientes 4
pozos las muestras de la digesta del SAT a la hora 3, 6, 9 y 12 postconsumo de alimento.

- Western blot con muestras de digesta yeyunal: marcador de peso molecular, mezcla
de SAT y SBT, en los siguientes 4 pozos muestras de la digesta del SBT correspondientes a
la hora 3, 6, 9 y 12 postconsumo de alimento, y en los siguientes 4 pozos las muestras de la
digesta del SAT ala hora 3, 6, 9 y 12 postconsumo de alimento.

- Western blot con muestras de digesta ileal: marcador de peso molecular, mezcla de
SAT y SBT, en los siguientes 4 pozos muestras de la digesta del SBT correspondientes a la
hora 3, 6, 9 y 12 postconsumo de alimento, y en los siguientes 4 pozos las muestras de la
digesta del SAT ala hora 3, 6, 9 y 12 postconsumo de alimento.

- Western blot con muestras de digesta a las 12 horas postconsumo de alimento:

marcador de peso molecular, SAT, SBT, en los siguientes 3 pozos las muestras de la
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digesta del SBT de estomago, yeyuno e ileon y en los 3 pozos restantes las muestras de la
digesta del SAT de estomago, yeyuno e ileon.

4.6 Andlisis estadistico.

Los resultados de las variables de respuesta se analizaron conforme a un disefio de
bloques completos aletorizados por medio del procedimiento de modelos lineales generales
(GLM) del paquete estadistico SAS (SAS, 1990). El factor de bloqueo fue el peso de los
lechones al destete. Las variables de respuesta que se analizaron fueron: peso absoluto y
relativo de los 6rganos digestivos segln la dieta y la edad postdestete (dia de sacrificio) y
su interaccion, la actividad total y especifica de la tripsina seglin la dieta y la edad
postdestete (dia de sacrificio) y su interaccion, el peso absoluto y relativo del pancreas, la
actividad total y especifica de la tripsina y el pH del contenido del estbmago, duodeno,

yeyuno e ileon segun la dieta y la hora de sacrificio y su interaccion.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Composicion quimica de los sorgos.

La composicion quimica, el perfil de proteinas y el nivel de taninos se presentan en el

Cuadro 3, donde ademés son comparados con los valores obtenidos por otros autores. Las

variedades de sorgo utilizadas en el presente experimento fueron la 5300R de ABT para el

sorgo bajo en taninos (SBT) y la variedad 81G67 de Pioneer para el sorgo elevado o alto en

taninos (SAT), los cuéles son diferentes a las variedades utilizadas por Mariscal-Landin et

al. (2004) que fueron la variedad 8172 de Pioneer para el SAT y Dekalb D-69 para el SBT,

y las presentadas por el NRC (1998) que no especifica la variedad de sorgo, FEDNA (2003)

que muestra resultados para el sorgo blanco con un nivel de taninos menor al 0.25% y

Sauvant et al. (2004) que presentan datos que corresponden a un SBT.

Cuadro 3. Comparacion del contenido de taninos, composicion quimica y perfil de

proteinas de distintas variedades de sorgo®

Presente estudio  Mariscal-Landin ~ NRC ~ FEDNA  Sauvant et
et al. (2004) (1998)  (2003)  al. (2004)
SAT SBT SAT SBT Sorgo SBT
blanco

Taninos condensados (%) 5.75 <0.02 5.7 0.02 - <0.25 -
MS? (%) 92 91.7 88.5 88.2 89 86.8 86.5
PC? (%) 12.2 12.5 8.6 9.2 9.2 8.7 9.4
EE* (%) 2.1 2.1 - - 2.9 3 2.9
FDN’ (%) 14 8.5 14.6 13.8 18 9 9.4
EB® (Mcal/Kg) 4.23 4.26 - - - - 3.9
Perfil de proteinas
Albumina (g/Kg) 2.95 3.45 10.7 7 - 5.7 -
Globulina (g/Kg) 4.11 4.55 19.9 19.8 - 7.1 -
Kafirinas (g/Kg) 25.04 27.19 - - - - -
Kafirinas ligadas (g/Kg) 38.2 36.38 - - - - -
Kafirinas totales (g/Kg) 63.24 63.57 53.5 51.6 - 52.7 -
Glutelinas (g/Kg) 1598 1512 149 20.5 - 34.4 -

ISAT: sorgo alto en taninos. SBT: sorgo bajo en taninos. “Materia seca. *Proteina cruda. *Extracto etéreo.
°Fibra detergente neutro.® Energia bruta.
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El SAT posee una concentracion mayor a 4% de taninos condensados, mientras
que el SBT presenta una concentracién menor a 0.05%. EI nivel de taninos del sorgo fue
muy similar al reportado por Mariscal-Landin et al. (2004).

La composicion quimica de los sorgos con alto y bajo nivel de taninos condensados
utilizados en el presente trabajo es muy similar, difiriendo Unicamente en el nivel de fibra
detergente neutro (FDN). Al comparar su composicion quimica con los resultados
publicados por los demas autores, se observa que el NRC (1998) presenta los valores mas
altos de FDN y la composicion quimica presentada por los diferentes autores difiere entre
si. El nivel de proteina cruda de los sorgos utilizados en el presente experimento es mayor
al de los publicados por los demés autores. De igual manera el nivel de extracto etéreo es
menor en los sorgos utilizados en el presente experimento y los valores reportados por los
demas autores son mas homogéneos y mas elevados.

Los niveles de albdmina, de globulina y de glutelina presentados en el Cuadro 3
fueron distintos entre ellos. El nivel de kafirinas totales reportadas en el presente
experimento fue mayor respecto a lo reportado por FEDNA (2003) y Mariscal-Landin et al.
(2004), cuyos resultados reportados son similares, lo que indica diferencias debidas a las
variedades de sorgo analizadas o debidas a la manera de realizar la técnicas de

cuantificacion.

Las diferencias de los valores presentados por cada autor se pueden deber a las
variedades de sorgo empleadas o a diferencias en la metodologia utilizada en los analisis
quimicos. Es dificil comparar por no mencionar las variedades analizadas augnue lo

reporten como sorgo alto o bajo en taninos.
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5.2 Desarrollo de 6rganos y actividad enzimatica.
5.2.1 Homogeneidad de los grupos.

Como se mencioné anteriormente se utilizaron dos grupos de lechones. El peso al
destete no varié (P>0.05) entre los dos grupos experimentales y los animales asignados a la
dieta con SAT (DSAT) tuvieron un peso similar (P>0.05) a los que se asignaron a la dieta

con SBT (DSBT), siendo de 8.89 vs 8.85 kg, respectivamente.

5.2.2 Peso al sacrificio.

No se observé (P>0.05) un efecto de la dieta sobre el peso al sacrificio de los
lechones. Sin embargo, el dia de sacrificio afecté (P<0.05) el peso vivo de los animales.
Los sacrificados al dia 3 postdestete tuvieron un peso similar al del dia del destete, mientras
que los sacrificados al dia 16 postdestete fueron méas pesados (8.9 vs 8.7 vs 11.4 kg, para los
dias 0 (destete), 3 y 16, respectivamente). Estos resultados difieren a los presentados por
Jansman et al. (1994) que mencionan que el uso de dietas en las que se incluyen niveles
altos de taninos (provenientes de habas o su cascara) reducen la ganancia de peso y
perjudican la conversion alimenticia en cerdos, debido a que los taninos condensados
interactian con las proteinas dietarias y enddgenas como las enzimas digestivas. Sin
embargo, Pluske et al. (2003) reportan que el peso vivo se incrementa conforme aumentan
los dias postdestete, lo que concuerda con los resultados que se observan en el presente
trabajo.

5.2.3 Peso de los 6rganos digestivos.

En el Cuadro 4 se presentan los pesos de los 6rganos del aparato digestivo al dia 16
postdestete. El nivel de taninos condensados de los sorgos incluidos en las dietas no afectd

el peso absoluto ni el relativo del pancreas, estomago, higado e intestino delgado (P>0.05)
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al dia 16 postdestete (Cuadro 4), coincidiendo con lo descrito por Jansman et al. (1994),
quienes observaron que no hay un cambio en el peso del pancreas en cerdos que
consumieron dietas con alto contenido de taninos provenientes de habas o de su céscara.
Mariscal-Landin et al. (2004) no encontraron diferencias en el peso del pancreas de cerdos
en crecimiento alimentados con dietas a base de sorgos con alto y bajo contenido de
taninos.

Cuadro 4. Peso de los érganos digestivos al dia 16 postdestete de lechones alimentados con

dietas con dos variedades de sorgo.

Variables Dieta’ Analisis estadistico EEM?®
SAT SBT Dieta Dia de D*S*
sacrificio

Peso absoluto ()
Pancreas 15 14 NS P<0.001 NS 0.60
Estomago 71 59 NS P<0.001 P<0.05 2.95
Higado 233 229 NS P<0.01 NS 7.42
ID* 330 326 NS P<0.001 NS 15.15

Peso relativo (g/kg PV)
Pancreas 1.4 1.4 NS P<0.001 NS 0.04
Estbmago 7 6 NS P<0.001 NS 0.26
Higado 24 24 NS NS NS 0.48
ID* 32 33 NS P<0.001 NS 1.21

ISAT: dieta con sorgo alto en taninos. SBT: dieta con sorgo bajo en taninos. “D*S: Interaccion dieta vs dia de
sacrificio. *EEM: error estandar de la media. *ID: Intestino delgado. NS: no significativo

El peso absoluto y relativo de los 6rganos digestivos (Cuadro 5) varié (P<0.01) en
funcion del dia postdestete en que los lechones fueron sacrificados, la excepcién fue para el
peso relativo del higado. La interaccion entre dieta y dia de sacrificio no fue significativa
(P>0.05), excepto en el caso del peso absoluto del estomago. Para el peso del estbmago se
observo una interaccion (P<0.05) entre la dieta consumida y el dia de sacrificio. Para
ambos grupos de lechones que consumieron las dos dietas, se observo que entre el dia0y 3

el peso absoluto del estbmago permanecid constante, incrementandose entre el dia 3 y 16.
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Sin embargo, este incremento fue méas acentuado en los lechones que consumieron la
DSAT (159.6% maés) en relacion a los de la DSBT los cuales muestran un incremento de
78.7% (Figura 5) en relacion al dia 3. Esto sugiere que los taninos presentes en la dieta
favorecieron el crecimiento de la mucosa géstrica, la cual es altamente sensible a la
presencia de alimento sélido (Lindemann et al., 1986) y probablemente estimularon una

mayor secrecion gastrica.

Cuadro 5. Peso de los érganos digestivos de los lechones de acuerdo al dia de sacrificio

Variables Dia de sacrificio P EEM?
0 3 16

Peso absoluto (g)
Pancreas 11.2° 10.4° 20.5° P<0.001 0.60
Estémago 40.8° 46.7° 1062 P<0.001  2.95
Higado 223.1° 194.8° 274.3¢  P<0.01 7.42
ID? 310.5° 205.6° 464.7° P<0.001  15.15

Peso relativo (g/kg PV)’
Pancreas 1.27° 1.21° 1.782 P<0.001 0.04
Estémago 454" 5.3 9.35¢ P<0.001  0.26
Higado 24.85 22.12 24 NS 0.48
ID? 33.85° 23.62° 412 P<0.001 1.21

YEEM: error estandar de la media. ’ID: Intestino delgado.’Peso vivo. **€: promedios con letras diferentes en
la misma linea difieren estadisticamente. NS: no significativo.

En el Cuadro 5 se muestran los pesos absolutos y relativos de los 6rganos digestivos
en funcion del dia de sacrificio. En él se observa que los pesos de los 6rganos (excepto del
intestino delgado) se mantuvieron constantes entre el dia del destete (dia 0) y el dia 3
postdestete, teniendo un incremento importante al dia 16 postdestete. Los pesos absoluto y
relativo del intestino delgado muestran una disminucion entre destete y el dia 3 postdestete
incrementandose al dia 16 postdestete. Es importante recalcar que al dia 3 postdestete los

lechones empiezan a consumir la dieta sélida y es cuando se observa un incremento en el
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peso absoluto y relativo de los érganos digestivos que continua elevandose por lo menos al

dia 16 postdestete.

Figura 5. Peso absoluto del estbmago segun la dieta consumida y el dia postdestete.
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Escobar (2008) realizd un experimento alimentando a lechones con dos dietas, una en
base a pasta de soya y otra en base a pasta de ajonjoli, encontrando que el peso absoluto y
relativo de los organos digestivos (pancreas, estomago, higado e intestino delgado) no
presentaron diferencias significativas debidas a la fuente de proteina de la dieta, mientras
que si hubo un efecto respecto al dia postdestete en que fueron sacrificados. Los pesos
absoluto y relativo de los drganos digestivos tuvieron la tendencia a disminuir en peso al
tercer dia postdestete y posteriormente comenzaron a incrementar. Este efecto fue mas

marcado en el intestino delgado, igual que los datos obtenidos en el presente experimento.

Pluske et al. (2003) realizaron un experimento donde tomaron en cuenta la edad y el
peso al destete y observaron una tendencia a que el peso del pancreas, estbmago e intestino
delgado se incrementara (P<0.001) conforme aumentd la edad del lechon al destete.
Ademas, observaron que el peso absoluto del estdmago (P=0.01) y del intestino delgado
(P<0.001) aumentaron mas rapidamente en lechones destetados a mayor edad al destete (28

dias contra 14 dias de vida). Pluske et al. (2003) también midieron el peso relativo del
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pancreas y encontraron que éste aumenta (P=0.014) conforme aumenta la edad del lechdon
al destete, siendo que los lechones més ligeros tienden a tener mayor peso relativo del

pancreas que los lechones mas pesados.

5.2.4 Actividad enzimatica.

El nivel de taninos de los sorgos usados en la elaboracion de las dietas en este
experimento y la interaccion dieta y dia de sacrificio no afectaron la actividad total ni
especifica de la tripsina, sin embargo, el dia de sacrificio tuvo un efecto significativo

(Cuadro 6).

Cuadro 6. Actividad de la tripsina en lechones alimentados con dietas con dos variedades

de sorgo y sacrificados en diferentes dias postdestete.

Actividad de la tripsina Dieta’ Analisis estadistico EEM?
SAT SBT Dieta Diade  D*DS’
sacrificio
Total (Ul/g de pancreas)” 3479 3473 NS P<0.01 NS 27.93
Especifica (Ul/mg de proteina pancreatica)* 378 374 NS P<0.05 NS 19.89

ISAT: dieta con sorgo alto en taninos. SBT: dieta con sorgo bajo en taninos. “‘EEM: error estandar de la
media. *D*S: Interaccion dieta vs dia de sacrificio. “Ul: Unidades internacionales. NS: no significativo.

Jansman et al. (1994) describen que la secrecion pancreéatica no fue afectada por el
nivel de taninos que usaron en sus experimentos, aunque mencionan que los taninos se
unen e inhiben a las enzimas digestivas. La formacion del complejo enzima-tanino puede
explicar los efectos dietarios de los taninos en la actividad enzimatica, ya que Griffiths
(1980) afiadié polivinilpirrolidona, un potente ligador a taninos, a los extractos de las

digestas de ratas alimentadas con dietas que contenian taninos y los valores de la actividad
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de la tripsina en sus digestas fueron igual al grupo control, concluyendo que el complejo

enzima-tanino es reversible.

También Jansman et al. (1994) observaron que a nivel de la digesta ileal de los
cerdos los taninos reducen la actividad de la tripsina, lo que indica que existe diferencia en
la respuesta a la actividad de la tripsina respecto a los taninos en los diferentes sitios del
tracto digestivo en cerdos. Esto se puede explicar por las diferencias en la solubilidad de los
taninos en estos sitios, la naturaleza y cantidad de la dieta, otros componentes enddgenos en
la digesta que se unen a taninos, el tiempo entre la activacién de la enzima y la union a los

taninos y diferentes circunstancias fisico-quimicas.

Se ha observado in vitro que en el punto isoeléctrico de proteinas como la
seroalbumina bovina, ocurre la mayor precipitacion del complejo tanino-proteina
(Hagerman y Butler, 1978; Emmambux y Taylor, 2003). El punto isoeléctrico de los
zimdgenos porcinos de tripsindgeno es de 7.5, el pH de la digesta ileal de cerdos es
ligeramente mayor a 7, lo que favorece las interacciones enzima-tanino descritas por
Jansman et al. (1994). Debido a que el pH de la digesta en el duodeno en el presente trabajo
fue de 6.2-6.3, podria explicar el por qué no se ve afectada la actividad de la tripsina, ya

que a este pH no se favorece la interaccién enzima-tanino.

Mariscal-Landin et al. (2004) mencionan que el contenido de taninos del sorgo
(desde el que contiene 1.4 hasta 10 g kg™) en las dietas para lechones en crecimiento no
afecta la ATT ni la AET, mientras que si aumenta un 6.7% la ATT en la digesta duodenal
con dietas con un mayor contenido de taninos comparada con la dietas elaboradas con

sorgo con bajo contenido de taninos. Esto debido, probablemente, a que los taninos
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estimulan la secrecion de las enzimas pancreaticas, ademas de que una concentracién
elevada de kafirinas presentes en el sorgo ocasiona una baja digestibilidad y favorece una
secrecién mayor de tripsina y en general de las enzimas digestivas pancreaticas. También
mencionan que la inhibicion enzimatica favorecida por la presencia de los taninos se debe a

la precipitacion de las proteinas.

Escobar (2008) no encontrd diferencias significativas en la actividad enzimaética
total y especifica de la tripsina en lechones alimentados con dietas a base de pasta de
ajonjoli y pasta de soya, aunque si observé una interaccion significativa entre los dias
postdestete y la dieta. Pluske et al. (2003) reportan que la ATT se incrementa en las dos

primeras semanas postdestete y es mayor a mayor edad al destete (P<0.05).

En el presente experimento la actividad total (P<0.01) y especifica (P<0.05) de la
tripsina fue afectada por la edad del lechon (Figura 6), ya que después del destete se
observa una disminucion de la actividad total de la tripsina y conforme crece el lechon hay
una recuperacion de la misma, lo que se puede deber a la estimulacién en la secrecién dada
por la presencia de alimento sélido consumido. Lo anterior coincide con lo descrito por
Gbémez et al. (1997) que mencionan que en el periodo inmediato al destete existe
insuficiente secrecion o actividad enzimatica del pancreas, y que al menos se requieren de 6
a 9 dias postdestete para ajustarse al proceso enzimatico digestivo de las dietas con granos
de cereales. La actividad especifica en el presente experimento muestra un aumento al dia 3
postdestete respecto al dia del destete debido a que este resultado se obtiene dividiendo la
ATT entre la proteina pancreatica y recordemos que en el periodo inmediato al destete el

poco consumo de alimento sélido no estimula la produccion proteica (y enzimatica) del
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pancreas, el consumo de alimento que estimula en gran medida esta produccion enzimatica
es casi nulo, por lo que se divide la ATT entre un nimero pequefio de proteina, de ahi que
aumente la AET, y conforme comienza el consumo de alimento se estimula la produccion
enzimética del pancreas, y posteriormente, al dia 16, una ligera disminucion de la AET
llegando a niveles intermediarios a los observados en los dias 0 y 3. El peso absoluto y
relativo del pancreas varia en funcion del dia postdestete, asi como la ATT y la AET.

Figura 6. Actividad pancreética de la tripsina en lechones sacrificados en diferentes dias

postdestete.
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La actividad total de la tripsina en el trabajo de Escobar (2008) se comporta de la
misma manera que en este experimento, es decir, desciende al dia 3 postdestete y
posteriormente se observa una recuperacién. Este autor menciona que esta disminucion se
debe al poco consumo de alimento por parte de los lechones, lo que disminuye la secrecion
pancreatica y por ende, la produccion de enzimas.

Respecto a la actividad especifica de la tripsina, Escobar (2008) encontré que para
los lechones alimentados con dieta a base de pasta de ajonjoli dicha actividad era similar al
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dia del destete y al dia 3 postdestete, disminuyendo entre el dia 6 y 25, mientras que para
los que consumieron dietas con pasta de soya era igual los primeros 6 dias y al dia 25

postdestete habia un aumento de la actividad.

5.3. Efecto de la hora de sacrificio sobre el peso del pancreas, actividad

enzimatica y pH del contenido de los 6rganos digestivos.

La hora postconsumo de alimento al dia 16 postdestete, asi como el tipo de sorgo
utilizado en la dieta, no afectaron el peso absoluto o relativo del pancreas, ni la ATT ni la
AET. Tampoco afectd el pH del contenido del estomago, ni del intestino delgado (Cuadros
7 y 8) coincidiendo con lo descrito por Jansman et al. (1994) respecto a que el pH de la

digesta duodenal e ileal no son afectados por el nivel de taninos de la dieta.

Cuadro 7. Efecto de la dieta y hora postconsumo de alimento al dia 16 postdestete sobre el
peso del pancreas, actividad enzimatica en el tejido pancreético y pH del contenido del

tracto gastrointestinal.

Variables Dieta’ Analisis estadistico EEM®
SAT  SBT  Dieta Horade D*HS’
sacrificio
Peso pancreas
Absoluto (g) 217 213 NS NS NS 0.64
Relativo (g/Kg PV)* 2.0 1.9 NS NS NS  17.22
Actividad de la tripsina
Total (Ul/g de pancreas)® 3555 3404 NS NS NS 44.91
Especifica (Ul/mg pp)°° 330 351 NS NS NS  11.88
pH
Estomago 2.6 2.2 NS NS NS 0.13
Duodeno 6.3 6.2 NS NS NS 0.08
Yeyuno 6.4 6.4 NS NS NS 0.03
lleon 6.7 6.5 NS NS NS 0.08

ISAT: dieta con sorgo alto en taninos. SBT: dieta con sorgo bajo en taninos. “D*HS: Interaccion
dieta vs hora de sacrificio al dia 16 postdestete. *EEM: error estandar de la media. “PV: peso
vivo. °Ul: Unidades internacionales. ®pp:proteina pancreatica NS: no significativo.
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Cuadro 8. Efecto de la hora postconsumo de alimento al dia 16 postdestete sobre el peso del
pancreas, actividad enzimatica en el tejido pancreético y pH del contenido del tracto

gastrointestinal.

Variables Hora postconsumo P EEM'
alimento

3 6 9 12

Peso pancreas

Absoluto (g) 213 228 212 205 NS 0.783
Relativo (g/Kg PV)2 19 2 1.9 1.7 NS 0.059
Actividad tripsina

Total (Ul/g de pancreas)® 3555 3417 3469 3477 NS 4522
Especifica (Ul/g de proteina pancreética)® 345 316 327 372 NS 11.41
pH

Estomago 2.6 2.8 2.0 2.2 NS 0.133
Dudodeno 5.9 5.9 6.5 6.4 NS 0.097
Yeyuno 6.3 6.3 6.5 6.4 NS 0.037
fleon 6.7 6.3 6.7 6.5 NS 0.083

TEEM: error estandar de la media. “PV: peso vivo. *Ul: Unidades internacionales. NS: no
significativo

En lo referente a los niveles de pH duodenales, éstos son mas bajos 2 a 3 horas
después de la alimentacidn, debido a que en las primeras horas postconsumo de alimento
hay un mayor vaciamiento gastrico. En el presente trabajo se observé un efecto similar, sin

embargo, los valores no difieren estadisticamente (Cuadro 8).

Jansman et al. (1994) describen gque algunos autores han encontrado un aumento en
la actividad de la tripsina en las primeras horas postconsumo de alimento, situacion que no

se presento en el presente experimento.

5.4. Identificacién y digestion de las kafirinas.
En el Cuadro 9 se presenta el analisis molecular de la distribucién de las kafirinas de

los 4 sorgos analizados. Los Western blot estan conformados por lineas o renglones y
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columnas. Las lineas representan las diferentes fracciones de kafirinas de acuerdo a su peso
molecular (Cuadro 9; Anexos 1-4).

Cuadro 9. Rango de peso molecular (PM) de las kafirinas obtenido en los Western

blot.
Linea Kafirina Rango de peso molecular
(kDa)
A Trimeros y dimeros 52.63-70.65
B kafirinas oy 23.23-26.39
C kafirinas o, 19.48-21.47
D kafirinas B 14.69-15.21

La columna 1 de los Western blot corresponde al marcador del PM y las demas
columnas numeradas del 2 al 10 representan al tipo de sorgo y las digestas de los diferentes
organos a diferentes tiempos de digestion. En las intersecciones entre lineas y columnas se
identifican los tipos de kafirinas que se encuentran en el sorgo y en las digestas segun la
hora postconsumo y se denominan bandas.

Los Western blot de las digestas de los lechones alimentados con la DSBT y la DSAT
a nivel de estomago (Figura 7), de yeyuno (Figura 8) y de ileon (Figura 9) representan la
dindmica de la digestion de las kafirinas en las horas 3, 6, 9 y 12 postconsumo de alimento.
Dichas figuras presentan en la columna 2 las kafirinas de la mezcla de los sorgos alto y bajo

en taninos (SAT y SBT, respectivamente). En la Figura 10 se muestra el Western blot de las
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digestas de estdbmago, yeyuno e ileon a la hora 12 postconsumo de alimento; asimismo en
la columna 2 y 3 se observan las kafirinas del SBT y SAT, respectivamente.

5.4.1 ldentificacion de las kafirinas del sorgo.

Las Figuras 7, 8 y 9 muestran que en los andlisis las mezclas de sorgo presentan
bandas de trimeros y dimeros (A2), de kafirinas a (B2), de kafirinas o, (C2) y de kafirinas
B (D2). Las bandas de kafirinas y, con el PM de 28 kDa descritas por diferentes autores
(Cuadro 1) no se observan en el presente trabajo; aunque las kafirinas de la banda C2
podrian ser consideradas como kafirinas vy, de acuerdo a lo que describen Belton et al.
(2006) que muestra que las kafirinas y pesan 20.2 kDa y De Mesa-Stonestreet et al. (2010)
que describe que las kafirinas y pesan 20 kDa. En las Figuras 7, 8 y 9, también se observa
que en la mezcla del sorgo, la banda mas intensa es de las kafirinas oy (B2), seguida de las
kafirinas o, (B3), lo que concuerda con las observaciones de Oria et al. (1995), loerger et
al. (2007) y De Mesa- Stonestreet et al. (2010), quienes mencionan que las kafirinas o son
las més abundantes de las prolaminas del sorgo.

Comparando las dos variedades de sorgo (Figura 10) se observa la presencia de las
mismas bandas de kafirinas. Sin embargo, las bandas oy (B3), oz (C3) y B (D3) del SAT se
presenta con una menor intensidad de coloracion, esto probablemente se deba a la alta
afinidad existente entre los taninos y las kafirinas (Baxter et al., 1997; Taylor et al., 2007,
De Mesa- Stonestreet et al., 2010) dificultando que los anticuerpos anti-kafirinas se unan a

estas fracciones.
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5.4.2 Dindmica de la desaparicion de las kafirinas durante la digestion.

La presencia de las bandas de kafirinas en las digestas con las cuales se realizaron los
Western blot, sugieren que parte de esas proteinas no fueron digeridas ni absorbidas a
través del tracto gastrointestinal ya que por eso son detectadas por los anticuerpos contra
kafirinas. Las kafirinas forman polimeros y por lo tanto son las Gltimas proteinas del sorgo
en ser digeridas (Oria et al., 1995). Incluso en su estado monomeérico, las kafirinas pueden
ser mas resistentes a la digestion enzimatica que otras proteinas del sorgo debido a su
naturaleza hidrofébica, cuanto mas aun en su estado polimérico. La baja digestibilidad de
las proteinas del sorgo puede deberse a que los cuerpos proteicos son inaccesibles a las
enzimas digestivas (Hamaker et al., 1987).

5.4.2.1 Desaparicion de las kafirinas en el estbmago.

En la digesta del estomago de los animales alimentados con los dos tipos de sorgo
(SBT y SAT) (Figura 7) se observa que las bandas de los trimeros y dimeros de kafirinas
(linea A), no presentan cambios aparentes durante las 12 horas postconsumo. Esto
probablemente se debe a los puentes disulfuro intermoleculares de las kafirinas, que las
hacen menos susceptibles a la digestion (Oria et al., 1995) por el &cido clorhidrico.

En la digesta de los animales que consumieron la DSBT se observa que las bandas
de las kafirinas oy (Figura 7) disminuyeron su intensidad de coloracion en la hora 9 (B5) y
12 (B6) en relacion a las horas 3 (B3) y 6 (B4), lo que indica que en esos animales las
kafirinas o fueron digeridas a medida que el tiempo postconsumo aumento. Sin embargo,
en los animales que consumieron la DSAT, la banda de kafirinas o; (Figura 7) en la hora 3
(B7) fue menos intensa que en las horas 6 (B8), 9 (B9) y 12 (B10), lo que sugiere que los

taninos tienen un efecto antifisioldgico como lo describen Reyes et al. (2000), que no
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permite la digestion de las proteinas como las Kkafirinas, que al paso del tiempo se van
concentrando mas en el tracto digestivo ya que no son digeridas y absorbidas en su
totalidad.

Figura 7. Western blot que indica la distribucidn de las kafirinas en las digestas de

estdbmago a diferentes horas postconsumo.

xDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

DIGESTA DEL ESTOMAGO

MPM MEZCLA ossT DSAY
SAT-S8T HR. POSTCONSUMO HR. POSTCONSUMO
3 6 9 12 3 6 9 12

En las digestas del estbmago de los lechones que consumieron la DSBT Unicamente
se detectaron las bandas de kafirinas o, (Figura 7) en las horas 3 (C3) y 6 (C4)
postconsumo, sugiriendo que en las horas 9 (C5) y 12 (C6) ya se habia absorbido esta
fraccion. Sin embargo, en los lechones que consumieron la dieta con SAT, la presencia de
las bandas de kafirinas o, (Figura 7) a las horas 6 (C8), 9 (C9) y 12 (C10) postconsumo

indican que estos animales no fueron capaces de digerir totalmente esta fraccion.
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No se observo la presencia de kafirinas 3 en las digestas de estbmago (Figura 7)
desde la hora 3 hasta la hora 12 postconsumo, indicando que esta fraccion desaparece de la
digesta en las primeras horas postconsumo. Esto probablemente se debe a su localizacién
periférica en el grano del sorgo (Chandrashekar y Mazhar, 1999; Taylor et al., 2007) y
también por el tipo de aminoacidos que la componen, los cuales confieren a las kafirinas 3
una menor afinidad por los taninos (Taylor et al., 2007; De Mesa- Stonestreet et al., 2010).

La velocidad a la que el alimento abandona el esttmago debe igualarse con la
velocidad a la que se digiere y absorbe en el intestino delgado. La digestion y absorcién de
algunos alimentos es mas rapida que otros, por lo que la velocidad de vaciamiento del
estdbmago esta regulada por los contenidos del intestino delgado, por lo que el estdmago
puede utilizarse como lugar de almacenamiento (Cunningham y Klein, 2009), lo cual puede
explicarnos el comportamiento de las kafirinas a través del tracto digestivo.

5.4.2.2 Desaparicion de las kafirinas en el yeyuno.

En la Figura 8 se presenta el Western blot de las digestas de yeyuno. Se encuentran
presentes las bandas de los dimeros y trimeros de kafirinas (linea A), sin embargo, su
intensidad es menor que en las del estémago, lo que sugiere que una parte de ellas ha sido
digerida en el yeyuno.

El comportamiento de la desaparicion de las kafirinas oy (linea B) en el contenido de
yeyuno (Figura 8) de los animales que ingirieron la DSBT fue similar a lo que sucedio en el
estdmago, es decir, se observd una disminucion de la intensidad de las bandas a medida que
se incrementd el tiempo postconsumo. En los animales que consumieron la DSAT la
intensidad de las bandas en las 9 (B9) y 12 (B10) horas postconsumo fue mayor que en las

horas 3 (B7) y 6 (B8), lo anterior puede deberse a la presencia de material no digerido de la
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alimentacion anterior o a que la concentracion de este material no digerido estd mas
concentrada porque ya se absorbié parte del material digerido.

La presencia de las kafirinas o, (Figura 8, linea C) solo fue detectada en las digestas
de los lechones alimentados con la DSAT en las horas 9 (C9) y 12 (C10) postconsumo;
indicando que los taninos dificultaron su digestién, pues estas dos bandas son de menor
intensidad que las del sorgo (C2) o se puede deber a la presencia de material indigestible de
la alimentacion anterior. La ausencia de kafirinas o, en las digestas de los lechones
alimentados con la DSBT en el yeyuno (Figura 8) sugiere que fueron absorbidas o que
pasaron al ileon antes de las 3 horas postconsumo o que desde el estbmago se degradaron.

Figura 8. Western blot de las digestas de yeyuno a diferentes horas postconsumo.

DIGESTA o YEYUNO

MPM MEZCLA OssT OSAT '
SAT-SBT HR. POSTCONSURD HR. POSTCONSUMO
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Tampoco en la digesta de yeyuno (Figura 8) de los animales que consumieron ambas
dietas, se observo la presencia de kafirinas § desde la hora 3 hasta la hora 12 postconsumo.

5.4.2.3 Desaparicion de las kafirinas en el ileon.

Las bandas de trimeros y dimeros de kafirinas en las digestas de ileon (Figura 9), al
igual que las del estdmago (Figura 7) y del yeyuno (Figura 8), fueron detectadas en todos
los animales, pero con una menor intensidad, lo que demuestra que estas proteinas son
digeridas parcialmente en el tracto gastrointestinal.

Figura 9. Western blot de las digestas de ileon a diferentes horas postconsumo.

MPM MEZCLA oS8T

DSAT
SAT-SST HR. POSTCONSUMO HR. POSTCONSUMO

Se observa la presencia de bandas de kafirinas o en la digesta ileal (Figura 9, linea
B) en todas las horas postconsumo en los animales alimentados con ambas dietas. Sin

embargo, es evidente que a la hora 12 postconsumo (B6 y B10), la intensidad de coloracion
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de la banda es mayor que en las horas 3 (B3 'y B7), 6 (B4 y B8) y 9 (B5 y B9). Lo anterior
podria deberse a que el proceso de digestion enzimética y de absorcion de las proteinas
termina en el ileon (Gomez y Aguilera, 2008), por lo tanto, en el contenido ileal la
concentracion de proteinas no digeridas es elevada.

En las digestas de los animales alimentados con la DSBT, las bandas de kafirina o,
(Figura 9) en la hora 3 (B3), 6 (B4) y 9 (B5) postconsumo son de una misma intensidad
indicando un proceso digestivo similar entre los lechones sacrificados en las diferentes
horas. Respecto a las digestas ileales (Figura 9) de los lechones alimentados con DSAT, se
observa que en las horas 6 (B8) y 9 (B9) postconsumo las bandas de las kafirinas o fueron
menos intensas que las bandas de las horas 3 (B7) y 12 (B10), esto probablemente indica
que los animales sacrificados en las diferentes horas tuvieron un comportamiento digestivo
diferente.

Las bandas de kafirinas a, de las digestas de ileon (Figura 9, linea C) se detectaron
en todas las horas postconsumo en los animales alimentados con la DSBT. En los lechones
de la DSAT las bandas de kafirinas o, se presentan en la hora 3 (C7) y 12 (C10)
postconsumo. Esto confirma que los lechones sacrificados a las horas 6 (C8) y 9 (C9)
tuvieron un comportamiento digestivo diferente, como se observé en el caso de las kafirinas
oq. Cunningham y Klein (2009) describen que existen ondas de fuertes contracciones
peristalticas que recorren una amplia longitud del intestino delgado, y a veces, su totalidad,
durante las fases interdigestivas (entre alimentos) que probablemente sean para limpiar el
intestino delgado, empujando el material no digerido fuera del intestino delgado, ademas de
cumplir una funcién de control de la poblacion bacteriana en la porcion craneal del

intestino, lo que nos podria explicar por qué el comportamiento de la digestion de las
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kafirinas se muestra de forma irregular, es decir, existe la presencia 0 no de dichas
proteinas sin un patrén determinado a través de las horas postconsumo de alimento.

Tampoco en la digesta de ileon (Figura 9) de los animales que consumieron ambas
dietas, se observo la presencia de kafirinas § desde la hora 3 hasta la hora 12 postconsumo.

5.4.2.4 Deteccion de kafirinas en el tracto digestivo a las 12 horas postconsumo.

Las bandas de los trimeros y dimeros de kafirinas a las 12 horas postconsumo
(Figura 10, linea A) estan presentes en las diferentes porciones del tracto digestivo
(estdmago, yeyuno e ileon), aunque tienen una intensidad de color muy baja, sobretodo en
el estdbmago (A4, A7).

Las bandas de kafirinas a; (Figura 10, linea B) en las digestas de los animales que
consumieron la dieta con SBT fueron mas intensas en el ileon (B6) que en el yeyuno (B5) y
en el estbmago (B4), indicando que éstas fueron parcialmente digeridas en las primeras
porciones del tracto digestivo. Sin embargo, las bandas de kafirinas o en las digestas de los
animales que consumieron la DSAT, fueron detectadas con una elevada intensidad de color
en los tres segmentos del tracto digestivo (estbmago, yeyuno e ileon), lo que indica que la
presencia de los taninos interfiere en su proceso de digestion haciéndolas altamente
resistentes a la degradacion enzimatica durante las 12 horas postconsumo.

En los animales alimentados con la DSBT a las 12 horas postconsumo (Figura 10,
linea C) sdlo se logro detectar una banda de kafirinas o, en el ileon (C6), mientras que en
los animales alimentados con la DSAT, las bandas se detectaron en yeyuno (C8) e ileon
(C9), con una baja intensidad de coloracion. Lo anterior sugiere que las kafirinas o, son
menos resistentes a la digestion que las kafirinas oy y que el nivel de taninos de la dieta

también interfiere en el proceso digestivo de dicha fraccion de kafirinas.
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Figura 10. Western blot de digestas de estomago, yeyuno e ileon a las 12 horas

postconsumo.
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No se observo la presencia de kafirinas f (Figura 10, linea D) en las digestas de
estdmago, yeyuno e ileon a la hora 12 postconsumo, lo que confirma que esta fraccion es

altamente digestible.

46



VI. CONCLUSIONES.

- La composicion quimica, a excepcion del contenido de fibra detergente neutro, y el
perfil de proteinas de los sorgos empleados en el presente trabajo son muy similares, no
habiendo un efecto del contenido de taninos.

- El nivel de taninos del sorgo empleado en la elaboracion de las dietas para lechones
no afectd el peso de los Organos digestivos, la actividad enziméatica ni el pH de los
contenidos de los 6rganos digestivos.

- El peso de los 6rganos digestivos de los lechones vario en funcion del dia
postdestete en que fueron sacrificados.

- La actividad enzimaética no fue afectada por el dia de sacrificio relativo al destete.

- El pH de los contenidos de los 6rganos digestivos no fue afectado por la hora
postconsumo en que los lechones fueron sacrificados.

- Los trimeros y dimeros de kafirina se van digiriendo conforme pasan a través del
tracto digestivo.

- Las kafirinas o son la fraccion de prolaminas que es mas resistente a la digestion
enzimatica a través del paso por el tracto digestivo, persistiendo incluso a las 12 horas
postconsumo de la dieta, siendo mas resistente a la digestion por efecto de los taninos
condensados.

- Las kafirinas o, no muestran un comportamiento esperado ni dependiente del nivel
de taninos del sorgo, lo cual puede ser debido a la presencia de residuos de esta fraccion de
la alimentacion anterior o debido al transito del material indigestible.

- Los taninos no favorecen la digestion de las kafirinas a, en el estbmago y yeyuno

sobretodo a las 9 horas posteriores del consumo de la dieta. Respecto al ileon, no podemos
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concluir qué es lo que sucede con la DSAT vy los resultados pueden deberse a situaciones
individuales o a situaciones fisiolégicas que tienen que ver con los movimientos
peristalticos durante las fases interdigestivas.

- Las kafirinas B son digeridas antes de las primeras 3 horas postconsumo sin
importar la concentracion de taninos de los sorgos empleados, por lo que su digestion no se
ve afectada por la presencia de los taninos.

- Los taninos condensados definitivamente ejercen un efecto en el proceso digestivo
de las kafirinas pero aun se necesitan hacer mas estudios que permitan concluir
satisfactoriamente sobre la funcion que realizan dichos factores antinutricionales en el
proceso digestivo de las prolaminas del sorgo y del desarrollo de los 6rganos implicados en

la digestion y absorcion de los nutrientes.
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VIl. PROPUESTAS PARA FUTUROS TRABAJOS.

- Para observar si existe un efecto mas marcado en el desarrollo de los Grganos
digestivos y en la actividad de la tripsina debido a la presencia de taninos del sorgo en las
dietas para lechones, se podria realizar el mismo experimento pero sacrificando a los
lechones con una mayor edad y utilizando concentraciones de taninos mayores a las usadas
en el presente trabajo.

- Para comprender mas ampliamente si los taninos afectan la actividad enzimatica se
deberian medir las actividades de otras enzimas, ademas de la tripsina.

- Lizardo et al. (1995) mencionan que la presencia de taninos del sorgo, cuando este
grano es empleado en la alimentacion de cerdos desde el destete hasta los 25 kg de peso
vivo, muestra poco efecto en su crecimiento, por lo que seria interesante realizar un
experimento de larga duracion, tal vez hasta los 100 kg de peso vivo, e ir midiendo el peso
de los 6rganos digestivos y la actividad enzimatica a través del tiempo hasta llegar a ese
peso, usando dietas elaboradas con sorgo con alto y bajo contenido de taninos.

- Mazhar et al. (1993) mencionan que el terbutanol al 60% con 5% de 2-
mercaptoetanol, es la mejor concentracién de alcohol y reductor para extraer las kafirinas
del sorgo de manera general, sin embargo, describe un procedimiento para extraer cada una
de las fracciones de kafirinas. Dicha metodologia se podria emplear en estudios posteriores
para asegurar que al inocular en los conejos dichas fracciones se obtengan anticuerpos
contra los tres tipos de Kafirinas, siguiendo la misma metodologia descrita por Garcia-
Casanova (2008), pero asegurando la inoculacion de las tres fracciones, ya que la autora
anterior solo realizo la extraccion con terbutanol al 60% y menciona que usando esos
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anticuerpos en digestas ileales s6lo se reconocen las bandas de 24 kDa y de menos de 10
kDa

- Para saber exactamente a qué fraccidn de kafirina pertenecen las bandas mostradas
en el Western blot, se pueden correr las muestras en un gel de poliacrilamida y tefiir con
plata (para que se revelen las bandas, aungque su concentracion sea minima). Posteriormente
extraer y purificar cada una de las bandas y secuenciar la fraccion proteica, para determinar

a queé fraccion de kafirina pertenecen.
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VIIl. ANEXOS.
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Anexo 1. Peso molecular (kDa) de las bandas del Western blot de las digestas de estdmago a

diferentes horas postconsumo

Digesta de estomago
Mezcla Hora Postconsumo Hora Postconsumo
SAT- (DSBT) (DSAT)
SBT
3 6 9 12 3 6 9 12
Trimeros y 65.22 66.3 66.3 65.22 65.22 64.13 66.3 69.57 70.65
dimeros 54.89 56.52 55.98 55.43 55.98 55.43 58.15 61.41 60.87
Kafirinas
o 23.53 25 25.35 25.17 25.52 25.52 26.22 26.39 26.39
Kafirinas
o 20 20.15 20.15 - - - 21.32 21.47 20.88
Kafirinas 14.69 - - - - - - - -

DSBT: Dieta elaborada en base al sorgo bajo en taninos condensados. DSAT: Dieta elaborada en base al sorgo alto en taninos
condensados. Los espacios con linea (-) indican que no se detectd la presencia de esa fraccién de kafirina.
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Anexo2. Peso molecular (kDa) de las bandas del Western blot de las digestas de yeyuno a

diferentes horas postconsumo

Digesta de yeyuno
Mezcla Hora Postconsumo Hora Postconsumo
SAT- (DSBT) (DSAT)
SBT
3 6 9 12 3 6 9 12
Trimeros 65.35 65.35 64.91 64.91 64.91 64.91 64.04 64.04 63.16
y dimeros 56.58 55.7 54.82 54.39 54.39 53.95 53.07 53.51 52.63
Kafirinas
oy 24.05 24.17 24.17 23.93 24.05 23.93 23.69 23.45 23.33
Kafirinas
oy 20.36 - - - - - - 19.88 19.77
Kafirinas
B 15 - - - - - - - -

DSBT: Dieta elaborada en base al sorgo bajo en taninos condensados. DSAT: Dieta elaborada en base al sorgo alto en taninos
condensados. Los espacios con linea (-) indican que no se detectd la presencia de esa fraccion de kafirina.
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Anexo 3. Peso molecular (kDa) de las bandas del Western blot de las digestas de ileon a diferentes

horas postconsumo

Digesta de ileon
Mezcla Hora Postconsumo Hora Postconsumo
SAT- (DSBT) (DSAT)
SBT
3 6 9 12 3 6 9 12
Trimeros 65.43 64.89 64.89 64.36 63.83 64.36 64.36 63.3 63.83
y dimeros 55.32 54.26 53.72 54.26 53.19 53.72 53.72 53.19 53.72
Kafirinas
oy 23.23 23.29 23.57 23.86 24.14 24.14 24.43 24.57 24.71
Kafirinas
oy 19.48 19.79 19.9 19.79 20.29 20.30 - - 21.14
Kafirinas
B 15.21 - - - - - - - -

DSBT: Dieta elaborada en base al sorgo bajo en taninos condensados. DSAT: Dieta elaborada en base al sorgo alto en taninos
condensados. Los espacios con linea (-) indican que no se detectd la presencia de esa fraccion de kafirina.
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Anexo 4. Peso molecular (kDa) de las bandas del Western blot de las digestas de estomago, yeyuno e

ileon a las 12 horas postconsumo

Hora 12 postconsumo
SBT | SAT DSBT DSAT

Estdmago Yeyuno ileon Estémago Yeyuno ileon

Trimerosy | 65.52 | 65.95 65.95 66.81 66.38 65.52 65.95 66.81

dimeros 56.9 | 56.03 56.47 56.9 56.47 56.9 56.9 56.9
Kafirinas

oy 24.22 | 24.22 24.69 24.22 24.22 24.84 24.84 24.69
Kafirinas

(o 73 20 20.16 - - 20.16 - 20.63 20.63

Kafirinas | 14.85 | 14.92 - - - - - -

DSBT: Dieta elaborada en base al sorgo bajo en taninos condensados. DSAT: Dieta elaborada en base al sorgo alto
en taninos condensados. Los espacios con linea (-) indican que no se detectd la presencia de esa fraccion de kafirina.
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