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RESUMEN

La continua bdsqueda de alternativas que permitan mitigar las emisiones de metano han
propiciado la utilizacion de metabolitos secundarios de las plantas en la dieta de los
rumiantes. El uso racional de taninos es una medida dietética importante para la reduccion
de metano, no obstante, su efecto variable depende en gran medida de su origen vegetal,
tipo, dosis y de los sustratos sobre el cual actla. En este contexto, el objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto del nivel de inclusién de taninos de semilla de uva (TSU)
sobre la produccion de metano y los parametros de fermentacion in vitro en paja de cebada
(PC) y heno de alfalfa (HA). Para ello, se utilizaron 40 botellas de vidrio que fueron
distribuidas aleatoriamente en seis tratamientos (tres niveles: 0, 4 y 8 por ciento de TSU en
dos sustratos: paja de cebada y heno de alfalfa) considerando seis repeticiones por
tratamiento, ademas de cuatro blancos. Se determind la digestibilidad de la materia
organica (DMO), produccion de gas (PG), metano (CH,), nitrégeno amoniacal (NH3) y
acidos grasos volatiles (AGVs) mediante la técnica de produccion de gas in vitro. Los
datos fueron sometidos a ANOVA bajo DCA con arreglo factorial de 3*2 y la comparacion
de medias se realiz6 a través de la prueba de Tukey utilizando el Software estadistico
Rstudios 4.2.2. La DMO vy la concentracion de NH3 fueron afectadas (p < 0.05) por la
interaccion nivel*sustrato, observando que el nivel de inclusion de 8 por ciento de TSU
redujo la digestibilidad de la materia organica en la PC, también disminuyo la
concentracion de nitrégeno amoniacal en el HA. No hubo efecto significativo por parte de
la interaccion de los factores en las variables PG, CH, y AGVs. Al evaluar el desempefio
individual de los factores, la produccién de gas y metano disminuyeron con la inclusion del
8 por ciento de TSU (p < 0.05). La concentracién de acido propionico, isobutirico,
isovalérico y valérico fueron afectadas (p < 0.05) por el tipo de sustrato pero la interaccion
nivel*sustrato y nivel de inclusion no influyeron en los mismos. La concentracion del
acido propionico fue mayor en la PC, sin embargo, la concentracion del acido isobutirico,
isovalérico y valérico fue mayor en el HA. En conclusion, la interaccion de los factores
con un nivel de inclusion del 8 por ciento de TSU redujo la DMO y NHz en PC y HA pero
no hubo efecto mitigador de CHy4 ni se encontraron cambios en la PG y AGVs, a pesar de
esto, el analisis del impacto individual del factor nivel de inclusiéon indica que la

produccién de CH,4 disminuye al incluir un 8 por ciento TSU.

Palabras clave: Semilla de uva, tanino, metano, parametros de fermentacion, in vitro.



ABSTRACT

The continuous search for alternatives that allow mitigating methane emissions has led to
the use of secondary plant metabolites in ruminant diets. The rational use of tannins is an
important dietary measure for methane reduction; however, their variable effect depends
largely on their plant origin, type, dosage and the substrates on which it acts. In this
context, the objective of the present study was to evaluate the effect of the inclusion level
of grape seed tannins (GST) on methane production and in vitro fermentation parameters
in barley straw (BS) and alfalfa hay (AH). For this purpose, 40 glass bottles were used, and
randomly distributed in six treatments (three levels: 0, 4 and 8 percent GST in two
substrates: barley straw and alfalfa hay) considering six replicates per treatment, in
addition to four blanks. Organic matter digestibility (OMD), gas production (GP), methane
(CH,4), ammonia nitrogen (NH3) and volatile fatty acids (VFAs) were determined using the
in vitro gas production technique. Data were subjected to ANOVA under DCA with 3*2
factorial arrangements and comparison of means was performed by Tukey's test using
Rstudios 4.2.2 statistical software. OMD and NHj3 concentration were affected (p < 0.05)
by the level*substrate interaction, noting that the inclusion level of 8 percent GST reduced
organic matter digestibility in BS, it also reduced ammonia nitrogen concentration in AH.
There was no significant effect of the interaction of the evaluated factors on the variables
GP, CH, and VFAs. When evaluating individual performance of the factors, gas and
methane production decreased with the inclusion of 8 percent GST (p < 0.05). The
concentration of propionic, isobutyric, isovaleric and valeric acids were affected (p < 0.05)
due to substrate type but there was no influence due to interaction level*substrate and
inclusion level. Propionic acid concentration was higher in BS, however, isobutyric,
isovaleric and valeric acid concentration was higher in AH. In conclusion, the interaction
of the factors with an inclusion level of 8 percent of GST reduced OMD and NH3 in BS
and AH but there was no mitigating effect of CH4 nor were changes found in GP and
VFAs, despite this, the analysis of the individual impact of the inclusion level factor

indicates that CH,4 production decreases when including 8 percent GST.

Keywords: Grape seed, tannin, methane, fermentation parameters, in vitro.
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. INTRODUCCION

Los gases del efecto invernadero son imprescindibles para mantener una temperatura
adecuada para la vida en el planeta (15°C en promedio). Sin embargo, el aumento
acelerado de las concentraciones de estos gases en la atmosfera han conllevado a una
mayor absorcién de energia provocando un desequilibrio en el balance energético del
planeta (diferencia entre la radiacion solar y la reflejada), y en consecuencia un incremento
gradual de la temperatura ambiental (calentamiento global) (Barry y Chorley 2003). Esta
problematica en gran parte es atribuida a las emisiones de los gases de efecto invernadero
de origen antropogénico (Marin 2013). En febrero del 2022 la concentracion media
mundial del diéxido de carbono en la superficie de la tierra fue 418.19 partes por millén
(ppm), es decir, 2.67 ppm mas que las registradas en el mismo mes del afio 2021 (NOAA
2022). Los principales gases asociados al fendmeno del calentamiento global son el
dioxido de carbono (COy), el metano (CHy), el 6xido nitroso (N2O) y los compuestos
halogenados, siendo los directos responsables de ser causantes de la generacion de diversos
eventos meteorolégicos extremos, como huracanes, sequias, inundaciones, entre otros,
siendo esto a su vez una grave amenaza para la seguridad alimentaria en el planeta
(Benavides y Leon 2007).

Al respecto, el metano es el gas de efecto invernadero que ha incrementado de forma
acelerada sus concentraciones atmosféricas en el Gltimo siglo, debido principalmente al
aumento de sus emisiones antropogénicas (fermentacion entérica en rumiantes, cultivo de
arroz, explotacion de combustibles fésiles, etc.) (Cardona et al. 2017). Alcanzando una
concentracion atmosférica de 1892.3 ppb y un incremento anual de 15.3 ppb en el afio
2020 (NOAA 2020).

Especificamente, los rumiantes contribuyen con el 18 por ciento del total de metano
producido en el mundo (Beauchemin et al. 2007). Su formacion es el principal modo de

eliminacion de hidrogeno generado como producto principal de la fermentacion



microbiana producida en el rumen (Vargas et al. 2012), responsable ademés de la perdida
de energia (7 a 10 por ciento) aportada por el alimento (Carmona et al. 2005). Al respecto,
se esta investigando varias estrategias para mitigar las emisiones de metano entérico, a
través, de estudios in vitro e in vivo, siendo la manipulacion dietético nutricional con

mayor atencion actualmente (Vélez et al. 2017).

Por otro lado, como resultado complementario a las actividades principales de la industria
vitivinicola, se generan residuos agroindustriales que representan cantidades significativas
y son considerados un problema ambiental cuando no son utilizados eficientemente
(Restrepo et al. 2011). Referente a ello, se ha demostrado previamente el contenido
considerable de metabolitos secundarios que posee la semilla de uva (Surco et al. 2020),
como los taninos, los cuales presentan propiedades bioactivas que permiten modificar los
patrones de fermentacion y mitigar las emisiones de metano en rumiantes (Durmic y
Blache 2012).

El efecto de los taninos sobre la produccion de metano y la utilizacion del nitrégeno del
alimento varia dependiendo del tipo de tanino (peso molecular, fuente o subunidad),
concentracion, sustrato dietético y tipo animal (Aboagye y Beauchemin 2019). La inmensa
diversidad en la estructura de los taninos pueden dilucidar los distintos efectos sobre la
metanogeénesis (Pellikaan et al. 2011), no obstante, otros estudios no han podido detectar
efecto alguno en la produccion de metano (Mufioz-Cuautle et al. 2022). Al respecto, se
necesita mas investigacion para clarificar el efecto de los taninos de semilla de uva en las

emisiones de metano.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del nivel de inclusion de
taninos de la semilla de uva sobre la produccién de metano y los pardmetros de

fermentacidn ruminal in vitro en la paja de cebada y heno de alfalfa.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 CONTEXTO ACTUAL DE LOS GASES DE EFECTO INVERNADERO
SOBRE EL CAMBIO CLIMATICO

En el mundo se han venido experimentando un incremento en las concentraciones
atmosféricas de gases de efecto invernadero, estos gases son liberados a la atmosfera tanto
por fuentes naturales como antropogénicas, los niveles atmosféricos de estos gases
alcanzaron niveles maximos histéricos en el ultimo decenio, lo cual supone otra fatidica
advertencia del cambio climatico (Veizaga 2012). El cual representa la mayor
preocupacion de diferentes organizaciones como la Convencion Marco de las Naciones
Unidas sobre el Cambio Climatico (CMNUCC), el Panel Intergubernamental sobre el
Cambio Climatico (IPCC), la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
la Agricultura (FAO), entre otras, que trabajan en aras de mejorar la calidad del ambiente
(Steinfeld et al. 2009).

El aumento de las concentraciones de estos gases provoca un calentamiento de la
superficie terrestre y la destruccion de la capa de ozono en la estratdsfera (Primavesi et al.
2004), las concentraciones atmosféricas de estos gases han aumentado desde 1750 debido a
la actividad humana. En el 2021, las concentraciones de diéxido de carbono fueron de
415.7 partes por millon (ppm), las de metano, de 1 908 partes por mil millones (ppmm), y
las de Oxido nitroso, de 334.5 ppm. Estos valores constituyen con el 149, el 262 y el 124
por ciento, respectivamente de los niveles preindustriales, que corresponden a las
concentraciones existentes antes de que las actividades humanas empezaran a alterar el
equilibrio natural de esos gases en la atmosfera. Las observaciones directas de cambios
recientes, a escala global son el aumento de la temperatura media en el aire y en los
océanos, el derretimiento de nieve y hielos, y el aumento del nivel medio del mar (OMM
2022).



2.2 ESTADO DE EMISION DE GASES DE EFECTO INVERNADERO EN EL
PERU

En América Latina y el Caribe se emiten por lo menos el 14 por ciento de las emisiones de
metano a nivel mundial y el Peru contribuye con menos del 1.0 por ciento de GEI a nivel
global (Bernaouda et al. 2017). En el pais, la principal fuente de emisiones de GEI
proviene del sector agricultura, silvicultura y otros usos de la tierra con 134 901.58
GgCO2eq, que representa el 65.71 por ciento de las emisiones netas (MINAM 2021). En el
afio 2016, las emisiones de GEI del sector Agricultura fueron de 25 910.29 GgCO2eq,
representado el 12.62 por ciento del total de emisiones a nivel nacional. La principal fuente
de emision es la subcategoria fermentacion entérica con 11 462.85 GgCO2eq
representando un 44.24 por ciento del total, sequida por la subcategoria emisiones directas
de N20O de suelos gestionados con 7 709.86 GgCO2eq representando el 29.76 por ciento
(Figura 1). Estas dos subcategorias representan el 74 por ciento de las emisiones totales del
sector (MINAM 2021).

Emisiones indirectas
Emisi de N20 por manejo _ Cultivos de arroz
S del estiércol 4%

r\;gt;l)nr;.'l:léls Clie 1% . Fermentacion
esuelos R entérica

gestionados _aa%

10%

Emisiones directas de N20O

de suelos gestionados Manejo del estiércol

2%

30% L Emisiones por quemado de
Aplicacion de urea biomass
e 7%

Figura 1. Emisiones por categorias de GEI del sector agricultura para el afio 2016
en el Perd

Fuente: MIDAGRI (2020)



El principal GEI emitido es el CH,4 que representa el 52.58 por ciento de las emisiones
totales del sector. Estas emisiones son generadas principalmente por la subcategoria
fermentacion entérica. El segundo GEI corresponde al N,O con un 46.41 por ciento,
generado principalmente por las subcategorias emisiones directas e indirectas de N,O de
suelos gestionados (MINAM 2021).

Tabla 1: Estimacion de la emision de metano proveniente de fermentacion entérica y

manejo de estiércol

Poblacion Factores de emision de metano Emision pgr Enn51qn pot Emision
Animal por manejo de estiércol por T° fecmcatackin Tuaneyo.de Total
ESPECIE = entérica estiércol
o Frio Templado Calido Gg/ . Gg/ : Ge/ _
Cabezas/alio (1500 (15-2p.<°o >25°C) afio i °  afio 7
Vichs, 895.718 1.00 1.00 2.00 779 168 093 794 789 166
lecheras
Ofro ganado  4.639.737 1.00 1.00 1.00 260 56.0 464 396 264 556
Ovinos 11.450.659 0.10 0.15 0.20 573 123 133 114 586 123
Caprinos 1.879.713 0.11 0.17 0.22 94 20 031 265 971 2.04
Caballos 526.290.56 1.09 164 2.19 947 20 075 64 102 215
Mulas 590.007.71 0.60 0.90 1.20 59 13 047 401 637 134
Asnos
Porcinos 904.700.42 1.00 1.00 2.00 09 02 1 854 19 04
Alpaca 4.319.229.00 0.17 0.26 0.34 346 74 082 7 354 743
Llama 1.105.017.00 0.28 0.42 0.56 8§84 19 035 299 919 193
Ave 49.559.797.50  0.01 0.02 0.02 0.0 096 82 096 02
Cuyes 3.584.640.10 0.04 0.04 0.04 015 00 015 128 03 006
Total 464 1000 1171 100 476 100

Fuente: MINAM (2021)

2.3 FISIOLOGIA DE LA PRODUCCION DE METANO ENTERICO

Los rumiantes poseen un sistema digestivo que tiene la capacidad de aprovechar y

convertir material fibroso con altos contenidos de carbohidratos estructurales, en alimentos

de alta calidad nutritiva, la carne y la leche. Sin embargo, por sus caracteristicas innatas,

este mismo sistema digestivo también produce metano. La metanogénesis es de particular

importancia en los rumiantes, ya que por este proceso se liberan el 97 por ciento del

metano que es producido por estos animales (Berra y Finster 2002).



Los carbohidratos ingeridos por los rumiantes se degradan en monOmeros por accién
microbiana. Posteriormente, estos mondmeros siguen la ruta de la glucolisis para su
fermentacion (Ramirez 2018). El piruvato obtenido en la glucolisis es convertido en AGV,
principalmente en acético, propidnico y butirico, a través de distintas rutas metabolicas. El
acetil-CoA producido a partir del piruvato por reacciones fosforoclasticas es metabolizado
a acetato, a través de acetil-fosfato, o a butirato, a través de acetoacetil-CoA (Figura 2). La
produccion total de NADH+H+, H, y CO, por molécula de glucosa fermentada hacia
acetato o butirato es: 2 NADH + 2 H+, durante la glucdlisis, y 2 H, + 2 CO,, durante la
descarboxilacién del piruvato (Ramirez et al. 2014). La produccion de AGV e H, deben de

ser retirados del rumen para evitar efectos nocivos en el animal (Vargas et al. 2012).
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Figura 2. Fermentacion ruminal a partir de la glucosa

Fuente: Ramirez et al. (2014)

Los &cidos grasos volatiles producidos, son rapidamente absorbidos en el rumen y
utilizados como fuente de energia (Beauchemin 2007), mientras otros metabolitos
producidos en este proceso fermentativo como el didxido de carbono y el hidrogeno, no
son utilizados por el animal, pero sirven como sustrato para la comunidad de
microorganismos metanogenos en su sistema, los cuales producen metano como estrategia

para obtener energia para su crecimiento (Kim y Gadd 2008). Segun la via metabdlica y de



acuerdo al AGV producido, el balance de hidrogeniones es el siguiente (Relling y Mattioli
2008):

a) glucosa — 2 acetatos +2 CO, + 8 H'
b) glucosa — butirato + 2 CO, + 4 H*

¢) glucosa + 4 H" — 2 propionatos + 2 H,0

Por ende, se sugiere que para formar un CHj, se necesitan 8 H" (tomados de 4 NADH " H*

0 FADH, que deben oxidarse).

Los metandgenos usan inmediatamente el H,, éste no se acumula en el rumen. De hecho,
trazas de H; en el rumen pueden inhibir la actividad de hidrogenasa y limitan la oxidacion
de los azUcares, cuando no hay rutas alternativas para la eliminacion de H, Las arqueas
metanogénicas utilizan el H; disponible y lo combinan con el CO, formando metano
(figura 3). Es decir, el CO, se reduce sucesivamente a CH, por accion del H, como
donador primario de electrones a través de formilo, metilo, metileno y metilo — intermedio
(Qiao et al. 2014).
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Figura 3: Formacion de metano entérico

Fuente: Kim y Gadd (2008)



2.4

TANINOS

2.4.1 Definicion y clasificacion

Los taninos son polimeros polifendlicos solubles en agua, de alto peso molecular. La

presencia de un gran numero de grupos hidroxilo fenolicos les brinda la capacidad de

formar complejos principalmente con las proteinas y en menor medida con iones metal,

aminoacidos y polisacaridos. Se pueden encontrar en arbustos y arboles forrajeros,

leguminosas, frutas y granos de cereales (Makkar y Becker 2007).

Segun su estructura molecular, los taninos se clasifican en hidrolizables y condensados.

Estos dos grupos se caracterizan por sus propiedades quimicas y bioactivas muy diferentes
(Vasta et al. 2019).

» Taninos hidrolizables. Son moléculas complejas con un poliol como nucleo

central (e.g. glucosa, glucitol, &cidos quinico, quercitol, siquimico) los cuales son
esterificados parcial o totalmente con un grupo fenélico como el &cido galico (3, 4,
5-trihidroxi benzoico; galotaninos) o el acido galico dimero hexahydroxydiphenic
(elagitaninos). Los grupos fendlicos restantes pueden ser esterificados u oxidados

para producir mas taninos hidrolizables complejos (Patra y Saxena 2011).

» Taninos condensados. Tambien llamado proantocianidinas, son principalmente

polimeros de las unidades flavan-3-ol (epi) catequina y (epi) galocatequina, que
estan unidos por enlaces interflavonoides C4-C8 y C4-C6. También se encuentran
presentes otros monomeros de los taninos condensados, por ejemplo las
profisetinidinas, probinetidinas y proguibortinidinas. Uno de los taninos mas
comunes “quebracho (Schinopsis balansae)” es del tipo de las profisetinidinas. El
nimero de unidades monoméricas pueden variar y esto determina el grado de
polimerizacion de di- tri- y tetraflavonoides a oligomeros superiores, estos pueden
generar una gran cantidad de estructuras quimicas y producir diferentes

propiedades bioldgicas (Figura 4) (Patra y Saxena 2011).
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2.4.2 Efecto de los taninos sobre los factores de fermentacion

a. Efecto de los taninos sobre la digestibilidad del alimento

Las concentraciones de taninos superiores al 5 por ciento en las dietas podrian afectar de
forma negativa el consumo voluntario del animal. Diversos estudios han demostrado, en
pruebas in vitro e in vivo que los taninos reducen la digestibilidad de los alimentos, por ello
una concentracion de taninos superior al 5 por ciento en la dieta no solo puede afectar el
consumo voluntario sino también la utilizacion de nutrientes del alimento y por tanto la
productividad animal, por lo cual es de suma importancia considerar el estudio de dosis
apropiadas de taninos a suministrar en una dieta para lograr la reduccion de la produccion
de CH, sin tener un efecto negativo en el consumo y metabolismo ruminal (Bhatta et al.
2009). Estos efectos claramente dependeran del tipo de tanino y la concentracién de estos
en la planta utilizada (Waghorn 2008).

Al respecto, Tiemann et al. (2006) observaron que la digestibilidad aparente de la materia
seca in vitro se redujo con cualquier adicion de taninos sin importar su origen. Sin
embargo, la magnitud de la reduccion varia por el origen de los taninos. La mayor
disminucion en digestibilidad se observo con taninos de Calliandra 22310, seguida por
taninos de Calliandra 22316 y Flemingia, mientras que, los taninos de Leucaena
mostraron el menor efecto sobre la digestibilidad. Asimismo, la degradacion de la materia
seca y organica disminuyd debido a la suplementacion con taninos, pero no se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes extractos ricos en taninos evaluados (Wischer
et al. 2013).

El estudio del nivel de inclusion de taninos condensados (0, 2, 4 y 6 por ciento) de las
hojas de Sengon (Albizia falcatoria) sobre la dieta base (pasto Brachiaria mutica y
alimento balanceado en la proporcion 60:40), observaron una disminucion de la
digestibilidad de la materia seca y organica in vitro (Afzalani et al. 2022). Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Kondo et al. (2014) y Yuliana et al. (2014), donde la
suplementacion de taninos del fruto de Lerak (Sapindus rarak) y los subproductos de té

causaron disminucion de la digestibilidad de la materia seca in vitro.
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b. Efecto de los taninos sobre la proteina del alimento

Los taninos reducen la degradacion de la proteina en el rumen a travées de la formacion de
complejos entre estos compuestos, previniendo la degradacion por los microorganismos
(Patra y Saxena 2010). Al respecto, Kariuki y Norton (2008) observaron que los efectos
beneficiosos de los taninos en los rumiantes estan asociados con la mayor absorcién de
amino&cidos especialmente en los animales alimentados con forrajes que contenian de 2 - 4
por ciento de taninos. ElI complejo tanino - proteina previene la degradacion de las
proteinas en el rumen y de esta manera aumentan el flujo de aminoacidos en el intestino
delgado. El pH en el rumen (6.0 — 7.0) es favorable para la formacién de estos complejos,
pero cuando estos complejos pasan al abomaso el pH es mas bajo (2.5 - 3.5), se produce la
ruptura de este enlace permitiendo una mejor digestion de los aminoacidos en el intestino

delgado.

Tiemann et al. (2006) reportaron que la degradacién aparente de la proteina cruda
disminuye (p<0.05) por la adicion de taninos. En promedio, la degradacion de la proteina
fue de 61 por ciento sin taninos, 40 — 45 por ciento con 25 mg de taninos, 20 — 30 por
ciento con 50 mg, menos de 18 por ciento con 75 mg y menos que 7.5 por ciento con 100
mg de taninos. No obstante, al evaluar la fermentacion ruminal y la produccion de metano
in vitro adicionando 4 por ciento de taninos condensados (Silva feed, 86 por ciento)
observaron que la concentracién de nitrégeno amoniacal no fue afectada por el tratamiento,
encontrando valores estadisticamente similares a la dieta control (Mufioz-Cuautle et al.
2022).

La inclusion de Leucaena leucocephala (taninos condensados: 69.3 mg EC/g MS) y
Opuntia ficus—indica (taninos condensados: 3.1 mg EC/g MS) como sustituto del heno de
alfalfa en la fraccion forrajera sobre la produccion de nitrdgeno amoniacal. Observaron
reducciones del 26.5, 28.7 y 18.4 por ciento con el T, (20 por ciento: heno de alfalfa, 30
por ciento: Leucaena y 50 por ciento: concentrado), T3 (20 por ciento: heno de alfalfa, 30
por ciento: Opuntia ficus —indica y 50 por ciento: concentrado) y T, (20 por ciento: heno
de alfalfa, 30 por ciento: Opuntia ficus —indica fermentado y 50 por ciento: concentrado),
respectivamente, en comparacién al T, (50 por ciento: heno de alfalfa y 50 por ciento:

concentrado) (Araiza et al. 2020). Ademas, Terranova et al. (2018) evaluaron el efecto de
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18 plantas lefiosas que contenian taninos sobre la produccién de metano y amoniaco in
vitro, encontrando una reduccion de 35 por ciento de concentracion de amoniaco en

comparacion con la dieta control.

En tanto, Cappucci et al. (2021) estudiaron la adicion de dos tipos de taninos condensados
(Mimosa y Gambier) y dos tipos de taninos hidrolizables (Castafio y Tara) (4g/100g MS) a
un alimento basal (cebada 48 por ciento, salvado de trigo 23 por ciento, heno de alfalfa 15
por ciento, harina de soya 10 por ciento, melaza 2 por ciento y suplemento vitaminico
mineral 2 por ciento) reportando diferencias estadisticas entre tratamientos; con el
tratamiento control observaron mayor produccion de amoniaco, pero menor produccion
con el tratamiento que contenia taninos de Mimosa. De igual manera, el efecto de la
suplementacion de taninos condensados de las hojas de Sengon (T1: 2 por ciento, T2: 4 por
ciento y T3: 6 por ciento) sobre la produccion de amoniaco, disminuy06 significativamente
en 3.93 (T1), 3.59 (T2) y 3.26 mM (T3), en relacion al tratamiento control (6.45 mM)
(Afzalani et al. 2022). Asimismo, la concentracion de amoniaco in vitro disminuyo con la
inclusion de diferentes extractos de taninos excepto por el Mirabolan y la mayor

produccidn se produjo con la inclusion del extracto de Castafia (Wischer et al. 2013).

c. Efecto de los taninos sobre la produccion de acidos grasos volatiles

En un estudio la suplementacién con taninos condensados (Mimosa y Gambier) e
hidrolizables (Castafia y Tara) (49/100 g MS) a una dieta basal, observaron variacion en el
perfil de acidos grasos volatiles. Asimismo, reportaron un valor medio del acetato
significativamente mayor al resto de los tratamientos con la adicion de tanino Gambier
(Cappucci et al. 2021). Por otro lado, Afzalani et al. (2022) evaluaron el efecto de los
taninos condensados de las hojas de Sengon en diferentes niveles de inclusion (0, 2, 4 'y
6/100 g MS) sobre la produccion de acidos grasos volatiles totales, notando una
disminucion a medida que incrementaron el nivel de inclusion de taninos. La
concentracion de los AGV totales en este estudio vario entre 123 a 178 mM, siendo aun

oOptimo para satisfacer las necesidades de energia microbiana.
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En otro estudio reportaron que la inclusion del 10 por ciento de diferentes extractos de
taninos (Castafia, Semilla de wuva, Myrabolan, Sumach y Valonea) afect
significativamente la produccion de acidos grasos volatiles, a excepcion del propionato,
cuya produccion promedio fue de 10.6 mmol/dia en todos los tratamientos. Sin embargo, la
produccion de acetato disminuy6 en un 19 por ciento por la inclusion del extracto de
castafia, mientras que la semilla de uva y myrabolan incrementaron la produccion de
acetato en un 22 y 13 por ciento, respectivamente, en relacion al control (Wischer et al.
2013). Mientras que, en otro estudio la adicion de 4 por ciento de taninos condensados en
la dieta, no disminuyé la produccién de &cidos grasos volatiles en comparacion al

tratamiento control (Mufioz-Cuautle et al. 2022).

2.4.3 Efecto de los taninos sobre la produccién de gas y metano

El efecto de los taninos sobre la metanogénesis aln no se entiende completamente. Se ha
encontrado que pueden inhibir el crecimiento o la actividad de las bacterias metanégenicas
y protozoarios del rumen por medio de mecanismos bactericidas o bacteriostaticos.
También puede afectar a las bacterias celuloliticas y consecuentemente la fermentacion de
los carbohidratos hasta acidos grasos de cadena corta, en especial la produccion de acetato,
de esta manera se reduce la formacion de CO;, e H;, necesarios para la metanogénesis
(Bodas et al. 2012).

La accién de los taninos sobre la inhibicion del crecimiento de las bacterias metanogénicas
dependera del tipo de tanino y de las dosis suministradas. Al respecto, en un estudio
observaron que la disminucion de la produccién de metano dependera de la especie de la
planta y de su familia (Piluzza et al. 2013). Por otro lado, la actividad antimetanogénica de
los taninos se atribuye principalmente a los taninos condensados los cuales disminuyen la
produccion de metano a traves de una reduccion en la digestion de la fibra. Tiemann et al.
(2008) evaluo el efecto de 2 leguminosas tropicales (Calliandra calothyrsus y Flemingia
macrophilla) conocidas por su contenido de taninos condensados sobre la emision de
metano en corderos y encontré una reduccion en la emisién de metano de 24 por ciento,
pero a causa de la reduccion en la digestibilidad de la materia organica y fibra. Asi mismo,

al evaluar el efecto de diferentes niveles de taninos condensados extraidos de Leucaena

13



leucocephala (0, 15, 20, 25 y 30 ml), en pruebas in vitro, la produccion de metano (ml/g
MS) vy las poblaciones de archaea metanogénicas y protozoos, mostraron una reduccion

lineal con el incremento del nivel de taninos (Tan et al. 2011).

Por otra parte, los efectos de la inclusion de 5 y 10 por ciento de diferentes extractos
tanicos (Castafia, Mimosa, Quebrancho, Tara, Roble, Cacao, Semilla de uva, Myrabolan,
Sumach y Valonea) sobre la formacion de metano indican que todos los extractos, excepto
la tara redujeron la produccion de metano entre 8 y 28 por ciento sin alterar la produccién
de gas. En un segundo experimento evidenciaron que el extracto de castafia causo la mayor
reduccion de la produccién de metano seguido por la valonea, semilla de uva y sumach,
mientras que el extracto de myrabolan no redujo la concentracion de metano (Wischer et
al. 2013). Sin embargo, al evaluar los productos de la fermentacion in vitro por el efecto de
la adicién de taninos condensados (4g/100g MS), observaron que la produccion de gas no
fue afectada por la inclusién de taninos, asimismo, la adicion de taninos no afecto la

produccion de metano (Mufioz-Cuautle et al. 2022).

2.4.4  Produccién nacional y contenido de taninos del orujo de uva

La uva es una de las frutas de mayor cultivo en el mundo, con una produccién superior a
77 millones de toneladas en el 2013, cerca del 80 por ciento es usado en la industria del
vino generando grandes cantidades de residuos. Muchos investigadores han realizado
estudios de la valorizacion de los residuos del procesamiento de la uva, considerandolo
como un reto en el aspecto ecoldgico y econdmico (Rouquié et al. 2017).

En el 2010 el Ministerio de la Produccién informé una produccién de mas de un millén de
litros de pisco. Por otro lado, la producciéon de vinos y otros espumantes ha crecido
igualmente en la ultima década: cerca de diez millones de litros en el mismo afio. En la
Figura 5 se observa, segun el Ministerio de la Produccion, el crecimiento de estas dos

bebidas alcohdlicas (Ministerio de la Produccion 2014).
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Produccion de vinos y piscos en Peru
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Figura 5: Produccién de vinos y piscos en Peru entre 2001 y 2012

Fuente: Ministerio de la Produccion (2014)

En la actualidad la produccién de pisco sigue creciendo, llegando a 3,764; 4,191 y 4,183
miles de litros durante los afios 2015, 2016 y 2017 respectivamente (INEI 2017). Sin
embargo, el incremento en la produccién de los subproductos de la uva estaria generando
desechos que actualmente no tienen ningln otro uso industrial o agricola. Estos residuos
organicos pueden resultar altamente contaminantes para el medio ambiente, por eso, la
legislacion obliga a tratar este tipo de desechos antes de liberarlos en el suelo o en las

aguas (Restrepo et al. 2011).

El principal desecho que se genera tras la elaboracion de licores es el orujo. Este es el
desecho sdélido excedente de la produccidn de vinos y piscos, consiste en tallos de uva (25
por ciento), semillas (25 por ciento) y cascaras (50 por ciento) que no son aprovechados
(Duba y Fiori 2015). Durante el afio 2010 estos desechos alcanzaron las 2 mil toneladas
(Ramos 2015). En la Tabla 2 se observan los detalles de la produccion de cada uno de los

desechos.
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Tabla 2: Comparacion de desechos de uva

Desechos por 100 kg de uva Desechos por produccion de
(kg) vino y pisco (kg) en el 2010
Escobajo 5 635 805.48
Orujo 4 508 664.38
Semilla 10 1017 288. 77

Fuente: Ramos (2015)

Esto significa que solo en el 2010, para la produccion de vinos y piscos hubo una
produccion de desechos de mil toneladas de semillas de uva y 500 toneladas de escobajos y
orujo. Luego de realizar estimaciones en base a métodos de regresion lineal, se observé
que entre los tres subproductos para el afio 2017 se llegaria cerca de 3 400 toneladas
(Ramos 2015).

Los orujos son los residuos solidos que poseen una riqueza cualitativa y cuantitativa en
constituyentes fendlicos, que comprenden sobre todo los &cidos fendlicos, los antocianos,
que son pigmentos rojos (Ferreira et al. 2002). La concentracion de los constituyentes
fenolicos tiende a aumentar durante toda la maduracion, aunque no linealmente. Los
antocianos aparecen durante el envero y se acumulan durante la maduracion,
produciéndose al final un descenso en su concentracion que suele coincidir con la sobre
maduracion de la uva. La cantidad de taninos en el hollejo también va a aumentar durante
el periodo de madurez, alcanzando un méximo para luego mantenerse mas o menos
constante. Mientras que, la concentracion de taninos de las semillas desciende desde el

envero, al mismo tiempo que aumenta su grado de polimerizacion (Mazza et al. 1999).

Blouin y Guimberteau (2004), mencionan que los compuestos fenolicos estan presentes en
la uva, en sus constituyentes como baya, en las semillas y en el hollejo, como se puede

observar en la Tabla 3.
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Tabla 3: Contenido medio de compuestos fendlicos en las bayas de las variedades de
vitis vinifera mas cultivadas en Madrid (mg/kg de bayas)

Compuestos Fenolicos Pulpa Hollejos Semillas
Taninos Trazas 100 a 500 1000 a 6000
Antocianos o 500 a 3000 0
Acidos Fendlicos 202170 50 a 200 0
Flavonoles y Flavanonoles 0 10a 100 0

(1) Excepto variedades tintoreas
(2) Contenido en variedades tintas

Fuente: Blouin y Guimberteau (2004)

2.4.5 Extraccion y cuantificacion de taninos libres o extractables

Vargas (2006) describe el método de extraccion y cuantificacion de taninos a traves de
solventes organicos. Primero pesar de 15 a 20 g de muestra en elernmeyers de 250 ml y
adicionar la solucién extractora 45 ml (acetona méas acido ascorbico), luego agitar
aproximadamente durante 75 minutos. Retirar la muestra de los elenmeyers y exprimirla en
los embudos a los beakers utilizando doble gasa. Transvasar la muestra exprimida de los
elernmeyers a tubos falcon de 50 ml (dos tubos por muestra). Adicionar a los tubos igual
cantidad de éter dietilico, agitar y succionar el éter por vacio, realizar este lavado tres veces
con similar volumen (10 ml/muestra). Repetir el paso anterior, pero adicionando esta vez
etil acetato, agitando y succionando por vacio, hacer esto tres veces. Posteriormente
evaporar la acetona, éter y etil acetato preferiblemente en un concentrador de muestras
(con agujas). Finalmente, almacenar las muestras en la congeladora. Al dia siguiente,
agregar metanol 50 por ciento (50 ml) agitar con el vortex y centrifugar durante 15 minutos
a 3500 rpm. Luego transvasar el sobrenadante a las botellas con sephadex quedando en el
fondo el pellet que se descarta. Las botellas de sephadex méas extractos de taninos se
adiciona metanol 50 por ciento (130 ml) a cada botella, luego agitar y centrifugar por 5
minutos a 3500 rpm (eliminar el sobrenadante). Repetir el proceso de centrifugaciéon de
sephadex mas metanol hasta que el liquido quede transparente. Cuando el liquido este
transparente cambiar el metanol 50 por ciento por acetona al 70 por ciento y repetir las
centrifugaciones por 5 minutos cada vez recuperando el sobrenadante en tubos nuevos con
papel filtro. Posteriormente, el sobrenandante recuperado en beakers llevar al concentrador
de muestras para evaporar la acetona y luego congelar y llevar al liofilizador (2-3 dias).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Nutricion de
Rumiantes (LNR) y en el Laboratorio de Evaluacién Nutricional de Alimentos (LENA) del
Departamento Académico de Nutricion, Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM), el cual se encuentra ubicado en el distrito de La Molina, provincia y
departamento de Lima, a 12° 04’ 55.95”* de latitud Sur, 76° 56° 21.52°de longitud Oeste y
a una altura de 247 msnm. El estudio tuvo una fase pre experimental que consistio en la
alimentacion de ovinos fistulados con los sustratos utilizados en la investigacion y una fase
experimental que consistio en la evaluacion de los tratamientos en dos corridas

experimentales dentro de un sistema in vitro.

3.2 CUANTIFICACION DE  FENOLES, COMPOSICION QUIMICA,
TRATAMIENTOS Y CINETICA DE FERMENTACION IN VITRO

3.2.1 Cuantificacion de fenoles totales

Se utiliz6 un extracto rico en taninos de semilla de uva que fue adquirido de la empresa
Ajinomoto Natural Specialities — Bélgica, con una concentracién de polifenoles del 97.3

por ciento segun el fabricante.

La cuantificacion de los taninos se realizd mediante el método Folin-Ciocalteu de acuerdo
con Makkar et al. (1993) para corroborar los valores otorgados por el fabricante. Por
consiguiente, se tomaron 50 ul del extracto para luego trasladarlo a un tubo de ensayo y
fue llevado a un volumen igual a 500 ul con agua des ionizada, luego se adiciond 250 ul de

reactivo de Folin-Ciocalteu y 1.25 ml de solucion acuosa de carbonato de sodio al 20 por



ciento. Posteriormente, después de 40 min se midié la absorbancia a 725 nm. La

cuantificacion se expresdé como equivalentes a &cido galico.

La concentracion de fenoles totales fue de 97.37g expresados en acido galico presentes en
100 g de muestra de semilla de uva (97.37 por ciento). Este dato obtenido es similar al
valor reportado por el fabricante (concentracion de poli fenoles: 97.3 por ciento). La razén
de utilizar este extracto en el experimento proviene de la informacion de varios estudios
realizados tanto in vivo como in vitro, que tiene la propiedad de mitigar la produccion de
metano y modificar los pardmetros de fermentacion. Las dosis que se probaron fueron
elegidas teniendo en cuenta a las recomendaciones de Waghorn et al. (1997), que
mencionan que dosis menores a 10 por ciento (como porcentaje de la materia seca) no
presentan efectos negativos; como también fue informado por Wischer et al. (2013),
quienes probaron dos niveles de inclusion (5 y 10 por ciento) de diferentes extractos
tanicos concluyendo que el extracto de semilla de uva fue superior al resto de extractos
evaluados en cuanto a la disminucion de la produccion de metano y nitrégeno amoniacal in

vitro sin modificar negativamente la fermentacion.

3.2.2 Composicion quimica de los sustratos

Se utilizaron como alimentos sustratos: Heno de alfalfa (Medicago sativa) con una calidad
nutricional alta y paja de cebada (Hordeum vulgare) con una calidad nutricional baja. Estas
muestras fueron secadas a 60°C durante 48 horas, para proceder a la molienda usando un
tamiz de 1 mm de diametro con un molino de cuchillas de acero marca Willy, al finalizar,
las muestras se depositaron en recipientes herméticos para su conservacion y posterior

analisis.

Los sustratos molidos fueron sometidos a analisis quimico por triplicado. El contenido de
proteina cruda, materia seca, cenizas y fibra detergente neutra fueron determinados segun
los procedimientos del analisis proximal (AOAC 2005) y de Van Soet et al. (1991). La

composicion quimica se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Composicion quimica de los sustratos experimentales

o o Sustratos
Composicion quimica i
Paja de cebada Heno de alfalfa

Materia Seca 90.59 93.49
En base a MS:

Proteina Cruda 5.05 15.68
Cenizas 7.02 9.52
Fibra detergente neutro 50.27 44.75

Fuente: Laboratorio de Evaluacién nutricional de alimentos, Departamento Académico de
Nutricion, UNALM

3.2.3 Niveles de aplicacion de los taninos en los tratamientos

Para cada tipo de sustrato se aplicaron tres niveles de inclusion de taninos tal como se
detalla en la Tabla 5.

Tabla 5. Niveles de inclusién de taninos de semilla de uva en los tratamientos

Tratamiento Sustrato Porcentaje de tanino
Tl Paja de cebada 0
T2 Paja de cebada 4
T3 Paja de cebada 8
T4 Heno de alfalfa 0
T5 Heno de alfalfa 4
T6 Heno de alfalfa 8

3.2.4 Procedimiento de incubacion in vitro

a. Preparacion del medio de digestion. Para obtener la saliva artificial primero se

prepard por separado las siguientes soluciones:
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e Solucién micro mineral (A):

Para preparar 1000 ml se pesd los siguientes reactivos: 13 g de CaCl,.2H,0, 10 g de
MnCl,4 H,0, 1 g de CoCl,.6H,0 y 8 g de FeCl,. 6H,0. Luego se mezcld todos los

reactivos en una fiola de 1000 ml y se enraz6 con agua destilada.

e Solucién Buffer (B): se pes6 35 g de NaHCO3; y 4 g de NH4HCO3 y luego se

vertio ambos reactivos en una fiola de 1000 ml y se enrasé con agua destilada.

e Solucién macro mineral (C): se pes6 5.7 g de Na,HPO,, 6.2 g de KH,PO,y 0.6 g
de MgSO,47H,0, luego se vertid todos los reactivos en una fiola de 1000 ml y

enraz6 con agua destilada.

e Solucion resarzurina (D): se pesdé 0.1 g de resarzurina y se enrazé con agua

destilada en una fiola de 100 ml.

e Solucién reductora (E): se pesé 625 mg de Na,S.9H,0 y 625 mg de L-Cisteina
HCI, luego se vertié en una fiola de 100 ml. Se midi6é 4 ml de NaOH 1 N y se vertio
en la misma fiola de 100 ml y luego se enrazé con agua destilada.

Luego de haber preparado las soluciones requeridas se realizo los siguientes pasos:
- Enun matraz de 1000 ml, se mezcl6 400 ml de agua destilada, 0.1 ml de la solucion

A, se agitd hasta disolver, luego se afiadid6 200 ml de solucién B, 200 ml de

solucion C y 1 ml de solucion D.

- Posteriormente, se mantuvo la mezcla a 39 °C y se burbujed con CO, durante 1 a 2

horas hasta que la resarzurina cambie de rojo a incoloro.
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b. Preparacion de las botellas de incubacion

Las botellas antes del inicio de la prueba fueron lavadas y secadas en una estufa a 100 °C
durante 12 horas y fueron gaseados con CO, Luego se rotularon las botellas de vidrio de
100 ml y se pesaron 0.5 g de sustrato para cada uno de los tratamientos.

Se utilizaron en total 40 botellas de incubacion, que correspondieron a seis tratamientos
con seis repeticiones cada una, también se utilizaron cuatro blancos que contenian el

inoculo, pero no el sustrato.

c. Preparacion del liquido ruminal

Se extrajo el liquido ruminal de dos ovinos Corridale fistulados, que consumian una dieta
estandar a base de paja de cebada y heno de alfalfa. La recoleccion del contenido ruminal
se realizd 2 horas después de proporcionar la racién matutina. Para ello se utilizaron
termos con agua a 39°C procurando la menor exposicion con el oxigeno. Luego se extrajo
manualmente el contenido ruminal, posteriormente se filtr6 a través de 4 capas de gasa y se
recolectaron 10 ml de filtrado por muestra (para 20 muestras). Finalmente, el filtrado fue
Ilevado en matraz de 1000 ml previamente calentado a 39°C y gaseado con CO, en forma

continua y simultanea.

d. Preparacion del indculo

En un matraz de 1000 ml se vertio simultaneamente 200 ml de liquido ruminal, 800 ml de
saliva artificial y 40 ml de la solucién reductora y se gased con CO, a 39 °C durante el

mezclado de los ingredientes y soluciones (preparacion para 20 muestras).

e. Incubaciones

Después de pesar el sustrato en las botellas de vidrio limpias y secas, se aplicd las

respectivas dosis de taninos diluidos con la ayuda de una micro pipeta una hora antes de la
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inclusion del inoculo. Posteriormente se adicionaron 2 ml de agua destilada y se llevé a
39°C en una estufa. Luego se tom6 50 ml del inoculo preparado y con un dispensador se
trasfirio a los frascos, procurando gasear simultaneamente con CO, por un lapso de 15
segundos. Las botellas o frascos estuvieron debidamente sellados con tapon de hule de
neopreno y casquillos de aluminio. Se colocaron en un bafio maria a 39°C posteriormente
se tomaron los datos de produccién de gas, metano, acidos grasos volatiles y nitrogeno

amoniacal.

3.3 DETERMINACION DE LA DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA MATERIA
ORGANICA

La digestibilidad in vitro de la materia organica se midié a las 48 h de incubacion. La
metodologia utilizada fue de Goering y Van Soest (1970) y acreditado por la AOAC
(2005), los valores se expresaron en porcentaje.

3.4 DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE GAS Y METANO IN VITRO

Para la determinacion de la produccion de gas se utilizd un sistema de valvulas de tres
salidas sobre las cuales se acopl6 una aguja de 0.6 mm, fue insertada a través de cada una
de las tapas de hule de cada botella; la presion fue registrada por medio de un transductor
de presiones. Los valores se expresaron en ml/g de MS del sustrato, que estimado mediante

la ecuacion cuadréatica propuesto por Mauricio et al. (1999).

Volumen de gas= 0,18 + 3,697 x presion de gas (PSI) + 0,0824 (presion de gas)?

La produccion de gas se cuantificd a las 3, 6, 12, 24, 36 y 48 horas, registrandose las
presiones P1, P2, P3, P4, P5 y P6, respectivamente y poniendo a CERO la presion después
de cada lectura. La produccion total de gas fue determinada como la sumatoria de las
producciones parciales en las horas de muestreo. Las muestras de gas de 24 horas de
medicion fueron conservadas en viales al vacio para su posterior determinacion de la

produccién de metano.
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Del gas colectado en los viales a las 24 horas se tom6 una muestra de 0.6 ml, que se
inyectd manualmente al puerto de inyeccién del cromatografo de gases (Agilent 7890B)
equipado con un detector ionizacion de flama (FID). La deteccidn de la muestra fue por la
columna GS-GASPRO de 30 m y 0.32 mm, especifica para la cuantificacion de CH,4. Los

valores se expresaron en ppm.

3.5 DETERMINACION DEL NITROGENO AMONIACAL

Para determinar el nitrdgeno amoniacal de las muestras se tomaron 10 ml del medio y 120
ul de &cido sulfarico al 20 por ciento. Luego se dejaron reposar para luego congelar a -30
°C hasta el dia de su andlisis. Se utiliz6 la metodologia de hipoclorito fendlico del

laboratorio de NFREC (Chaney y Marbach 1962). Los valores se expresaron en wmol/ml.

3.6 DETERMINAC’ION DE LA CONCENTRACION MOLAR DE ACIDOS
GRASOS VOLATILES

Después de la determinacién de la digestibilidad in vitro después de 48 horas de
incubacion se procedié a filtrar el contenido ruminal usando papel Whatman N° 541.
Luego se tomaron 10 ml del filtrado y se dejé reposar para luego congelarlo a -30°C hasta
el dia de su analisis. Al momento de su analisis, se descongelaron hasta que alcance una
temperatura ambiente. Para la determinacién de los acidos grasos volatiles se utilizd un
cromatdgrafo de gases (Agilent 7890B) equipado con un detector de ionizacion de llama

(FID). Los valores se expresaron en mM.

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los resultados se utiliz6 un disefio completamente al azar con
un arreglo factorial 2*3, considerando a los sustratos como a los niveles de inclusion de
taninos dentro de los tratamientos (Factor A: 2 sustratos; Factor B: 3 niveles de inclusion
de taninos), cada tratamiento tuvo 6 repeticiones. EI modelo estadistico utilizado fue el

siguiente:
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Yijk = p + ai + Bj + (ap) ij + Eijk
Donde:

Yijk: es la variable en estudio

H : es la media general

ai: es el efecto del nivel iésimo del factor A (efecto del sustrato)

Bj: es el efecto del nivel jésimo del factor B (efecto del nivel de inclusién del tanino)

(af) ij= es la interaccion entre el nivel iésimo del factor y el nivel jésimo del factor B
(efecto de la interaccion del tipo de sustrato y el nivel de inclusion del tanino)

Eijk: es el error experimental

Los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) a través del
paquete estadistico Rstudios version 4.2.2, seguido de una prueba de comparacion de
medias de la prueba de Tukey con un nivel de significancia P < 0.05, para aquellos analisis

que presentaron diferencias estadisticas.

Cuando la interaccion no fue significativa se realizaron contrastes entre los efectos

principales (Control vs dosis; dosis méaxima vs dosis minima).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 DETERMINACION DE LA DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA MATERIA
ORGANICA

En la Tabla 6 se observa el porcentaje de la digestibilidad in vitro de la materia organica
sin y con la inclusién de taninos de semilla de uva. Los resultados indican que existe
diferencia estadistica en la interaccion de los factores sustrato y nivel de inclusion. El
tratamiento que contiene paja de cebada con 8 por ciento de inclusién de taninos (T3)
presenta una digestibilidad de la materia organica similar al tratamiento T6 (heno de alfalfa
con 8 por ciento de taninos) pero menor al resto de tratamientos (P<0.05). En otras
palabras, la inclusion de dosis alta de taninos en los diferentes sustratos disminuye la
digestibilidad de la materia orgéanica (Figura 6). Estos resultados coinciden con los de
Cantet et al. (2019) quienes indican que con la aplicacion de la dosis mas alta de taninos
(4.5 mg TC/100 mg MS) observaron una disminucion de la digestibilidad de la materia
seca, organica y fibra detergente neutro del ryegrass. Ademas, este resultado estd en
concordancia con lo obtenido por Gomaa et al. (2017) y Afzalani et al. (2022), quienes
reportaron que la inclusion de taninos condensados de las hojas de Sengon y de plantas
taniferas produjeron una disminucion de la digestibilidad de la materia seca y organica. Sin
embargo, Wischer et al. (2013) y Pamanes et al. (2020) quienes experimentaron la
inclusion de taninos de diferentes extractos tanicos y hojas de Cucurbita foetidissima,
respectivamente, no encontraron diferencias estadisticas en la digestibilidad de la materia

Seca.



Tabla 6. Efecto del nivel de inclusion de taninos (g/100g MS) y tipo de sustrato sobre la

digestibilidad de la materia orgénica

Digestibilidad de la materia organica

Porcentaje

0 70.39 +1.68

Nivel 4 68.70 +1.65
8 66.49 +1.86

Paja de cebada 68.26 +2.84
Heno de alfalfa 68.79 +1.74
0 70.96% +1.73
68.43% + 1.73
65.40° + 1.66
69.81% + 1.55
68.98% + 1.68
67.58° + 1.43

Sustrato

Paja de cebada

Heno de alfalfa

o0~ OO M~

Probabilidad

Nivel 0.0000
Sustrato 0.3269
Nivel*Sustrato 0.0152

ab: Medias con letras distintas en la misma columna son diferentes a la Prueba de Tukey (P<0.05)

Los efectos negativos sobre la degradacion de la materia seca y organica por la inclusion
de niveles altos de taninos pueden deberse a la formacion de complejos con los
carbohidratos y proteinas de los sustratos segin lo sugerido por Bueno et al. (2020),
quienes indican que la interaccion de los taninos con las proteinas y polisacaridos dificulta
la degradacion por los microorganismos del rumen. Igualmente, McSweeney et al. (2001)
sugieren que puede deberse al efecto directo de los taninos en los
microorganismos que degradan las fibras inhibiendo la accién especifica de las enzimas
celuloliticas. Sin embargo, con dosis bajas de inclusion de taninos no muestran diferencias
estadisticas en la digestibilidad de la materia organica tal como es reportado por Costa et
al. (2018) quienes indican que las bacterias pueden responder mediante modificaciones en

su metabolismo después de un reducido periodo de adaptacion a niveles bajos de taninos.
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Figura 6. Efecto de la interaccion entre el nivel de inclusion y tipo de sustrato en la
digestibilidad de la materia organica después de 48 horas de incubacién in
vitro

4.2 DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE GAS Y METANO IN VITRO

Los resultados del volumen acumulado de gas in vitro a las 48 horas de fermentacién en
paja de cebada y heno de alfalfa incluyendo los diferentes niveles de taninos se muestran
en la Tabla 7. Se puede apreciar que la produccion de gas no fue afectada por la inclusion
de taninos en sus diferentes niveles en ambos sustratos (p>0.05). Estos resultados
concuerdan con los reportados por Pamanés et al. (2021) quienes observaron que la
produccién de gas no varié significativamente por la inclusion creciente de taninos de
hojas de Curcubita foetidissima. Wischer et al. (2013) igualmente confirmaron similar
resultado, al evaluar distintos extractos tanicos para reducir la produccion de metano sin
alterar la produccion de gas, siendo los extractos seleccionados con este efecto la semilla
de uva, myrabolan, valonea y castafia. No obstante, existen diferencias significativas en los
efectos principales del estudio. El andlisis del efecto de inclusion de taninos muestra una
reduccion de la produccion de gas cuando se incluyo el nivel mas alto de taninos (8 por
ciento) en comparacion al control (O por ciento) pero se obtuvo un valor similar al nivel

medio de inclusién (4 por ciento) (Figura 7).
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Tabla 7. Efecto del nivel de inclusion de taninos (g/100g MS) y tipo de sustrato sobre
la produccion total de gas a las 48 horas

Produccion de gas
ml/g MS
0 159.472 +£20.42
Nivel 4 154.52% +16.20
8 145.32° +14.20
Paja de cebada 160.61 ® +14.50
Heno de alfalfa 145.60 °+17.69
171.41+12.68
161.71 £10.59
148.72+ 11.44
147.53 £20.34
147.34 £18.48
141.92 +16.87

Sustrato

Paja de cebada

Heno de alfalfa

S cophO OO

Probabilida

Nivel 0.0280
Sustrato 0.0053
Nivel*Sustrato 0.1746

ab: Medias con letras distintas en la misma columna son diferentes estadisticamente a la Prueba
de Tukey (P<0.05)

Por otro lado, Pellikaan et al. (2011) indican que la adicion del 10 por ciento
de taninos de quebracho redujo la produccién de gas mientras que los otros taninos como
la de semilla de uva (100g/kg de alfalfa) no afectaron dicha produccion. Esto puede
atribuirse segun lo referido por Ushlu et al. (2018), que los taninos reducen la produccion
de gas al formar un complejo-macromolecula que reduce la actividad microbiana
inhibiendo la actividad de la enzima fibrolitica de los microorganismos. Ademas, se
observd que existe diferencia entre los valores obtenidos de la paja de cebada y heno de
alfalfa. Aderao et al. (2018) mencionan que el gas se produce por la fermentacion de
carbohidratos disponibles que sirven como fuente de energia para los microorganismos,
mientras que la proteina y los lipidos son poco fermentables, lo que podria explicar que la

produccion de gas en la paja de cebada fue mayor que en el de heno de alfalfa.
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Figura 7. Efecto de la interaccién entre el nivel de inclusion y tipo de sustrato en la
produccion de gas después de 48 horas de incubacion in vitro

En la Tabla 8 se muestran las concentraciones de metano producido por el efecto de los
diferentes niveles de inclusion de taninos en los sustratos paja de cebada y heno de alfalfa.
No se observo interaccion entre el nivel de inclusion y el tipo de sustrato (p = 0.13),
mientras que al analizar los efectos principales se observo diferencias en el nivel mas alto
de inclusion de taninos (8 por ciento) con respecto a los otros niveles (0 y 4 por ciento). No
obstante, no se encontraron diferencias significativas por efecto del sustrato (Figura 8). El
mismo efecto fue observado por Afzalani et al. (2022) que al incluir dosis creciente de
taninos de hojas de Sengon (0, 2, 4 y 6 por ciento) durante 24 horas de fermentacion
redujeron la produccion de metano de manera significativa aplicando dosis de 4 y 6 por
ciento de tanino comparados con el control (0 por ciento). Adicionalmente, en otro estudio
similar observaron una disminucion de la produccién de metano con la inclusién del 4 por
ciento de taninos condensados e hidrolizables sobre una dieta basal (control) (Cappuci et
al. 2020).
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Tabla 8. Efecto del nivel de inclusion de tanino (g/100g MS) y tipo de sustrato sobre
la produccion de metano a las 24 horas

Produccién de metano

ppm*

0 72897.64°% + 7298.31

Nivel 4 68962.79°% + 7836.72

8 61279.68° + 4601.73

Paja de cebada 65585.39 +8013.59
Heno de alfalfa 69841.36 *+ 7961.86
0 68372.93 + 6324.55

67592.76 + 10589.69
60790.47 + 4944.55
77422.35+ 5296.09
70332.82 + 4297.06
61768.90 + 4643.70

Sustrato

Paja de cebada

Heno de alfalfa

0~ O O M~

Probabilidad
Nivel 0.0000
Sustrato 0.0504
Nivel*Sustrato 0.1253
ab: Medias con letras distintas en la misma columna son diferentes a la Prueba de Tukey (P<0.05)
L ppm: partes por millén

Estudios realizados por Wischer et al. (2013) y Pellikaan et al. (2011) utilizando taninos de
semillas de uva encontraron una reduccion de la produccion de metano en 23y 34 por
ciento con la inclusion de 10 por ciento de taninos en ensilaje de pasto y heno de alfalfa,
respectivamente. Segun refieren Bueno et al. (2020) y Galindo-Blanco et al. (2018), que
los taninos inhiben la metanogenesis a traves de determinados mecanismos, asi como una
influencia directa sobre los microorganismos metandgenos, bacterias celuloliticas y
protozoos, inhibiendo sus enzimas funcionales o reduciendo su poblacion e indirectamente
a través de la reduccion de la digestibilidad de la fibra con una consecuente disminucion de
la produccion de hidrogeno. Sin embargo, el efecto que tienen los taninos sobre la
produccion de metano depende mucho de su origen (Adejoro et al. 2019).
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Figura 8. Efecto de la interaccion entre el nivel de inclusion y tipo de sustrato en la
produccion de metano después de 24 horas de incubacion in vitro

4.3 DETERMINACION DEL NITROGENO AMONIACAL

Los valores de nitrogeno amoniacal (NH3) se muestran en la Tabla 9, se observa que el
patron de concentracion de amoniaco difiri6 significativamente (p<0.05) entre
tratamientos, registrando un efecto significativo de la interaccidn sustrato*nivel. Al final
de la fermentacion, el contenido promedio de amoniaco de los tratamientos con paja de
cebada con diferentes niveles de inclusion de taninos (0, 4 y 8 por ciento) se registraron
valores similares entre si, pero fueron significativamente menores (p<0.05) a los
tratamientos que contienen heno de alfalfa. Ademas, el tratamiento con 8 por ciento de
taninos del heno de alfalfa fue significativamente diferente al resto de tratamientos (p <
0.05) (Figura 9).

Algunos estudios revelan resultados similares y diferentes a los obtenidos en el presente
estudio, porque los taninos utilizados en sus trabajos aumentan o disminuyen la
concentracion de amoniaco. Los resultados de este estudio estdn de acuerdo con los
reportados por varios investigadores, quienes observaron que la inclusion de taninos
disminuye de manera significativa las concentraciones de nitrégeno amoniacal (Cappucci
et al. 2021, Cantet et al. 2019 y Mannelli et al. 2018). Cabe mencionar que la reduccion de
nitrbgeno amoniacal se observo a partir de la inclusion de alta dosis de taninos (8 por
ciento) pero no mostraron efecto alguno al adicionar dosis menores (4 por ciento) con

respecto al control (T6 y T5 vs T4, p<0.05), lo que puede atribuirse a la propia estructura y
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concentracion de los taninos, madurez y etapa fenoldgica en la que se encuentran los

taninos en los vegetales el cual afecta su bioactividad (Pereira et al. 2018).

Tabla 9. Efecto del nivel de inclusidn de tanino (g/100g MS) y tipo de sustrato sobre

la concentracion de nitrogeno amoniacal a las 48 horas

Nitrogeno amoniacal
umol/ml
0 23.27 £5.71
Nivel 4 22.44 +4.99
8 20.97 +4.23
Paja de cebada 17.61+£0.98
Heno de alfalfa 26.84+ 2.15
0 17.99°+1.12
4 17.75°+0.75
8 17.08°+0.95
0 28.54%+1.97
4 27.12%+1.23
8 24.86° + 1.45
Probabilidad
Nivel 0.0001
Sustrato 0.0000
Nivel*Sustrato 0.0123

abe: Medias con letras distintas en la misma columna son diferentes a la Prueba de Tukey (P<0.05)

Sustrato

Paja de cebada

Heno de alfalfa

Por otro lado, la concentracion de nitrégeno amoniacal esta influenciada por el contenido
de proteinas y aminodacidos del alimento (Afzalani et al. 2022). La formacién de complejos
tanino-proteina esté atribuida a la presencia de gran cantidad de grupos hidroxilo el cual
genera una disminucion de los valores de amoniaco. La composicion y estructura de estos
complejos tendran un impacto positivo en el aumento en el flujo de proteinas al intestino
delgado debido que las proteinas no pueden separarse de estos enlaces a un pH neutro
(rumen), sin embargo, a un pH acido (abomaso) algunos de los enlaces tanino-proteina se
dividen y, en consecuencia, las proteinas son digeridos y pueden descomponerse en
aminoéacidos y absorbidos en el intestino delgado (Min et al. 2006). Ademas, los taninos
pueden reducir la concentracion de amoniaco al inhibir el crecimiento de bacterias
proteoliticas (Patra y Saxena 2010). De lo contrario, la reduccion del amoniaco puede ser
causada por la desactivacion de las enzimas proteoliticas (Makkar 2003). No obstante, los
datos obtenidos en la presente investigacion no revelan si la reduccién en la concentracion

de nitrégeno amoniacal se debe al efecto inhibitorio de las bacterias proteoliticas o a la
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propiedad de los taninos para formar un compuesto complejo con las proteinas, el cual

impide su degradacion y utilizacion por los microorganismos.

susTRATO [l Henooe aracea [l Passoe cenana

e [
= =1

NITROGENO AMONIACAL, pmaliml
E

o 4 8

NIVEL DE INCLUSION

Figura 9. Efecto de la interaccién entre el nivel de inclusion y tipo de sustrato en la
concentracién del nitrégeno amoniacal después de 48 horas de incubacion
in vitro

4.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MOLAR DE ACIDOS
GRASOS VOLATILES

En cuanto a la concentracion molar de acidos grasos volatiles (AGV) no se observé efecto
significativo en la interaccion sustrato*nivel de inclusion de taninos en ninguno de los
porcentajes de AGV (acético, propionico, isobutirico, butirico, isovalérico y valérico)
(Figura 10). No obstante, al evaluar los efectos principales, se ha observado que el factor
sustrato afectd significativamente la proporcion molar de cada AGV, excepto sobre el
acido acético y butirico (Tabla 10). Esto es consistente con los hallazgos de varios
investigadores, quienes indican que los taninos no producen disminucion significativa de
las concentraciones de AGV, a pesar de que su inclusién afecte la degradabilidad de la
materia organica y de fibra detergente neutro (Mufioz-Cuautle et al. 2022, Pifieiro-Vasquez
et al. 2018 y Bhatta et al. 2014).

Sin embargo, la concentracion de AGV puede variar por el factor sustrato el cual puede
atribuirse al sustrato utilizado (sustratos) probablemente por una alteracion de la poblacién
microbiana, tal como lo sefiala Belanche et al. (2012) quienes en su estudio observaron la

variacion de la estructura microbiana del rumen debido al tipo de carbohidratos (ricas en
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fibra o de almiddn) y el nivel de proteina ingerido por el rumiante. Es decir, la diferencia
encontrada en la concentracion de AGV se da en respuesta al tipo de sustrato utilizado el
cual selecciona a los grupos de microorganismos que van a participar en la fermentacion y
estos grupos seleccionados son afectados por los taninos de diferente manera. En el
presente estudio los sustratos utilizados difieren en contenido de proteina (5.05 y 15.68 por
ciento para paja de cebada y heno de alfalfa, respectivamente) y fibra detergente neutro
(50.27 y 44.75 por ciento para paja de cebada y heno de alfalfa, respectivamente).

En contraste con otros estudios similares, la suplementacion con 10 por ciento de taninos
de semilla de uva sobre el ensilado de pasto afect6 de manera significativa la concentracion
molar de AGV, con excepcién del propionico que fue semejante al tratamiento control
(Wischer et al. 2013). Asimismo, observaron un incremento de la concentracion del acido
acetico en un 22 por ciento en relacion al control, este resultado puede deberse a otras
sustancias fermentables como la degradacion de los taninos hidrolizables (McSweeney et
al. 2001). Los taninos hidrolizables pueden llegar a convertirse en &acido galico y
posteriormente en acido acético y butirico producto de la degradacion realizada por los
microorganismos del rumen (Waghorn 2008). Sin embargo, la concentracion molar de

acido acetico en el presente estudio fueron similares en todos los tratamientos (p > 0.05).
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Tabla 10. Efecto del nivel de inclusién de tanino (g/100g MS) y tipo de sustrato sobre la concentracion molar de acidos grasos volatiles
a las 48 horas

Acidos grasos volatiles

mM*
Ac. acético Ac. propiénico Ac. Isobutirico  Ac. butirico Ac. isovalérico Ac. valérico
0 39.19+4.73 12.58 +£2.13 1.02 +0.20 4,71 £0.73 1.36 £0.45 0.84 £0.14
Nivel 4 38.33+4.06 12.01 + 2.17 0.95+0.16 4.37 +0.64 1.24 +0.36 0.77 £0.09
8 38.67 £6.43 11.60+1.76 0.96 +0.23 4.21 +0.89 1.22 £0.49 0.75 £0.15
Sustrato Paja de cebada 39.02 £4.38 13.33%+1.61 0.83%+0.09 4.68 £0.59 0.94%+0.17 0.72%+0.08
Heno de alfalfa 38.44+5.66  10.80°+1.45 1.11°+0.17 4.18 +0.84 1.60° +0.32 0.86" +0.14
0 40.94 £3.77 1420+ 1.23 0.88+0.10 5.01+0.46 1.02+0.18 0.76 £0.08
Paja de cebada 4 40.01 £2.20 13.77 + 0.67 0.83+0.08 4.81+0.20 0.96 £0.15 0.72+0.05
8 36.10+5.80 12.02+1.99 0.80+0.09 4.21+0.75 0.86+0.19 0.67 +£0.08
0 37.44 £5.46 10.96 £ 1.42 1.16 £0.19 4.41£0.87 1.700.35 0.93+0.15
Heno de alfalfa 4 36.65+5.12 10.24+ 151 1.06+£0.12 3.93+0.64 1.5310.24 0.82+0.11
8 41.23+6.74 11.19+ 1.67 1.11+0.22 421 £1.13 1.58+0.41 0.83+0.17
Probabilidad
Nivel 0.8353 0.1936 0.3890 0.1760 0.2970 0.1221
Sustrato 0.7765 0.0004 0.0000 0.1060 0.0000 0.0057
Nivel*Sustrato 0.0956 0.1114 0.8050 0.4040 0.8710 0.9647

ab: Medias con letras distintas en la misma columna son diferentes a la Prueba de Tukey (P<0.05)

1: -
mM: milimolar
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Figura 10. Efecto de la interaccion entre el nivel de inclusion y tipo de sustrato en la
concentracién de acidos grasos volatiles después de 48 horas de incubacion
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La presente investigacion sugiere que la inclusion de taninos de semilla de uva tiene un
efecto selectivo y directo sobre los microorganismos metanogénicos e indirectos al formar
complejos con varios tipos de moléculas como proteinas, polisacaridos y minerales, por lo
que dificultaria la degradacion por la microbiota ruminal (Smith et al. 2005). La formacion
de este complejo podria ser el causante de la disminucién de la digestibilidad de la materia
orgénica, el cual a su vez, tendria un impacto en la produccion de metano al inhibir el
suministro de hidrogeno (donados por el acetato y butirato) (Bueno et al. 2020). Ademas,
de que se produce una reduccion en los valores de amoniaco (Cantet et al. 2019). Por otra
parte, se esperaba que la disminucion en el valor de la digestibilidad de la materia organica

conllevaria a la disminucién en la concentraciéon molar de los AGV.

Sin embargo, en el presente estudio no se observo este efecto con la adicion de taninos de
semilla de uva, lo que representaria una eleccion interesante en la alimentacién de
rumiantes lecheros, debido que la concentracion de acido acético y butirico (fuente de
energia y precursores de grasa en la leche) no variaron significativamente por este
compuesto, como fueron reportados en otros estudios (Beauchemin et al. 2007). Sumado a
esto, el flujo de aminoacidos que ingresan al intestino delgado por la disminucion de

amoniaco favoreceria la ganancia de peso y la produccion de leche (Min et al. 2006).

No obstante, es dificil comparar los resultados del presente estudio con otros, ya que los
taninos ejercen efectos variables no solamente por el nivel de inclusion sino también
dependen del tipo de tanino (condensado o hidrolizable), origen vegetal, peso molecular,
procedimiento de extraccion y purificacion (Mueller-Harvey et al. 2019), asi como
también de las condiciones de incubacion in vitro, el sustrato basal utilizado y tiempo de

incubacion (Guerreiro et al. 2021).

Al respecto, se conoce que tanto los taninos condensados como los hidrolizables tienen la
capacidad de disminuir la produccién de metano entérico, sin embargo, los taninos
condensados de quebrancho son mas efectivos para reducir la produccién de metano que
los taninos hidrolizables de castafio sin cambios en las poblaciones de arqueas y protozoos
(Battelli et al. 2023). No obstante, Costa et al. (2018) observaron un crecimiento reducido
de bacterias celuloliticas con la adicion de taninos condensados de mimosa en comparacion

con taninos hidrolizables de castafio.
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En cuanto a los otros pardmetros de fermentacion, se redujo linealmente la concentracion
de amoniaco tanto con la adicion de taninos condensados de quebrancho como con los
taninos hidrolizables de castafio (Battelli et al. 2023). Por otro lado, se observaron
concentraciones mas bajas de acidos grasos volatiles en el rumen con la inclusion de
taninos condensados de mimosa en contraste a los taninos hidrolizables de castafio (Costa
et al. 2018).
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V. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente estudio se concluye que:

1. El efecto de la interaccién entre tipo de sustrato y nivel de inclusion de taninos,
mostraron diferencias significativas (p < 0.05) en la digestibilidad de la materia
organica con la inclusion del 8 por ciento de taninos de semilla de uva en paja de

cebada, la digestibilidad de la materia organica se redujo.

2. Se encontrd interaccion significativa (p < 0.05) entre los factores nivel de inclusion
y tipo de sustrato sobre la concentracion de nitrégeno amoniacal con el uso de 8 por
ciento de taninos de semilla de uva en heno de alfalfa, la concentracion de

nitrégeno amoniacal disminuyo.

3. No se observé interaccion significativa entre los factores nivel de inclusion y tipo

de sustrato sobre la produccién de metano, de gas y de &cidos grasos volatiles.

4. El uso de 8 por ciento de taninos de semilla de uva en los sustratos paja de cebada y

heno de alfalfa redujo significativa (p<0.05) la produccién de gas y metano in vitro.

5. La concentracién molar del &cido propidnico, isobutirico, isovalérico y valérico
fueron estadisticamente diferentes (p<0.05) debido al factor sustrato. La
concentracion del acido propionico fue mayor (p<0.05) en la paja de cebada, en
cambio, la concentracion del acido isobutirico, isovalérico y valérico fueron

mayores (p<0.05) en el heno de alfalfa.



VI. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar mayor investigacion sobre inclusion de extracto de taninos
de semilla de uva en 8 por ciento o més para medir su efecto sobre la

degradabilidad in situ y la digestibilidad in vivo de un alimento o sustrato.

2. Se recomienda realizar estudios para dilucidar el impacto de los taninos de semilla
de uva en la poblacion ruminal y el metabolismo de los nutrientes a nivel ruminal

para el uso adecuado del extracto como aditivo alimentario.

3. Se recomienda evaluar otros parametros de fermentacion como la concentracion de
CO,, pH, digestibilidad de la fibra detergente neutro y sintesis de la biomasa
microbiana para tener una mejor comprension sobre los efectos de los taninos de

semilla de uva.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Cuantificacion de fenoles y preparacion del medio de digestion

Figura 11. Dilucion de los taninos de
semilla de uva en agua des
ionizada para la
cuantificacion de fenoles

Figura 12. Ovino  Corridale
ruminalmente fistulado para
la obtencién del liquido
ruminal

Figura 13. Filtrado del liquido Figura 14. Preparacion del inoculo
ruminal a través de cuatro mediante el mezclado del
capas de gasa para la liquido  ruminal, saliva
preparacion del inoculo artificial y solucion

reductora



Anexo 2. Incubacién y determinacion de la digestibilidad de la materia organica

Figura 15. Pesado del sustrato y los Figura 16. Incubacion de los
taninos en las botellas de tratamientos experimentales
incubacion para la determinacion de la

digestibilidad de la materia
organica

Figura 17. Analisis de cenizas para la Figura 18. Incubacion de los
determinacion de la tratamientos experimentales
digestibilidad de la materia en baflo maria para la
organica determinacion de la

produccion de gas y metano
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Anexo 3. Determinacion de la produccién de gas, metano, nitrégeno amoniacal y

&cidos grasos volatiles

/

Figura 19. Cuantificacion de la Figura 20. Sellado de los viales
produccion de gas utilizando conteniendo las muestras de
una valvula de 3 vias y un gas a las 24 horas de
transductor de presiones medicion para su posterior

cuantificacién de metano

Figura 21. Filtrado de contenido Figura 22. Congelacion de los viales
ruminal en viales de de polietileno conteniendo el
polietileno después de las 48 filtrado liquido para su
horas de incubacion posterior determinacion de

nitrégeno  amoniacal vy
acidos grasos volatiles
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Anexo 4. Valores de digestibilidad de la materia orgénica y nitrégeno amoniacal

NIVEL DE ’DMO 5NH,3

N° 1 ;

SUSTRATO CORRIDA R I(Egrtgnstg?el)\' porcentaje pmol/ml
1 0 69.69 17.08
1 2 0 69.4 19.59
3 0 72.64 19.08
4 0 69.94 17.08
2 5 0 70.51 18.08
6 0 73.59 17.08
1 4 67.51 18.58
1 2 4 67.32 18.08
PAJA DE CEBADA 3 4 70.4 18.58
4 4 67.69 17.08
2 5 4 66.81 17.08
6 4 70.84 17.08
1 8 64.54 17.08
1 2 8 64.22 17.58
3 8 68.01 18.58
4 8 64.8 16.07
2 5 8 63.92 16.07
6 8 66.92 17.08
1 0 70.95 30.64
1 2 0 70.26 30.13
3 0 70.17 30.13
4 0 68.22 26.12
2 5 0 67.66 27.12
6 0 71.62 27.12
1 4 69.17 28.63
1 2 4 69.36 28.63
HENO DE ALFALFA 3 4 71.28 27.12
4 4 66.13 26.12
2 5 4 68.42 26.12
6 4 69.51 26.12
1 8 68.24 24.61
1 2 8 67.88 26.62
3 8 68.99 26.62
4 8 66.17 23.1
2 5 8 65.49 24.11
6 8 68.72 24.11

1= Repeticion; 2= Digestibilidad de la materia orgéanica; 3= Nitrdgeno amoniacal
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Anexo 5. Valores de produccion de gas y metano

SUSTRATO N® R |HICVL$J|§ FC')EN iZe CH.
CORRIDA (porcentaje) ml/g MS ppm

1 0 181.89  64368.704

1 2 0 183.64  70731.022

3 0 18321  73839.862

4 0 162.2  66859.104

2 5 0 158.05  58746.996

6 0 159.47  75691.909

1 4 172.19  62624.888

1 2 4 17421  60844.366

PAJA DE CEBADA 3 4 166.87  52923.795

4 4 150.96  81117.406

2 5 4 153.48  76224.879

6 4 152,52  71821.233

1 8 161.45  61900.429

1 2 8 158.69  63794.509

3 8 156.82  60445.756

4 8 137.92  65473.758

2 5 8 141.06  61770.485

6 8 136.4  51357.853

1 0 166.99  81337.909

1 2 0 162.64  81261.786

3 0 168.39  83719.492

4 0 127.63  71693.753

2 5 0 129.93  72023.965

6 0 129.6  74497.204

1 4 164.72  73302.164

1 2 4 161.95  75150.785

HENO DE ALFALFA 3 4 165.53  73245.274

4 4 134.23  67143.782

2 5 4 129.87  69169.417

6 4 127.74  63985.534

1 8 153.93  66706.863

1 2 8 158.95  64481.115

3 8 158.38  66450.125

4 8 122.62  57292.323

2 5 8 129.86  59121.658

6 8 127.76  56561.333

1= Repeticion; 2= Produccion de gas; 3= Metano
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Anexo 6. Valores de la concentracién molar de acido acético y propionico

NIVEL DE ACETICO PROPIONICO

N° ) ;
SUSTRATO R INCLUSION
CORRIDA (porcentaje) mM mMm
. 1 0 37.0867 13.0797
2 0 41.8775 14.6397
) 3 0 39.0168 13.3365
4 0 45.7695 15.7377
. 1 4 37.8587 12.9808
PAJA DE CEBADA 2 4 38.4576 13.4718
) 3 4 42.3968 14.4373
4 4 41.3159 14.1853
. 1 8 39.0214 13.3706
2 8 30.4044 10.1816
) 3 8 32.2135 10.4293
4 8 42.7811 14.0826
. 1 0 36.2445 10.3527
2 0 45.0658 12.9647
, 3 0 32.0892 9.6618
4 0 36.3383 10.8542
. 1 4 30.826 8.3533
HENO DE ALFALFA 2 4 41.1682 11.5222
, 3 4 33.8666 9.695
4 4 40.7115 11.397
. 1 8 48.0616 12.8937
2 8 45.3045 12.0421
, 3 8 38.3995 10.7561
4 8 33.1746 9.0594

1= Repeticion
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Anexo 7. Valores de la concentracion molar de acido isobutirico y butirico

NIVEL DE ISOBUTIRICO BUTIRICO

N° ) ;
SUSTRATO R INCLUSION
CORRIDA (porcentaje) mM mM
. 1 0 0.9319 4.9312
2 0 0.9843 5.557
) 3 0 0.7646 4.4358
4 0 0.8219 5.1222
. 1 4 0.8805 4.8242
PAJA DE CEBADA 2 4 0.9053 5.0786
) 3 4 0.7798 4.7263
4 4 0.7457 4.6226
. 1 8 0.8998 5.0675
2 8 0.8499 3.8332
) 3 8 0.6942 3.3786
4 8 0.7475 4.5361
. 1 0 1.2101 4.5036
2 0 1.3911 5.6026
, 3 0 0.9667 3.6535
4 0 1.0553 3.8684
. 1 4 1.0026 3.543
HENO DE ALFALFA 2 4 1.2201 4.8366
, 3 4 0.9504 3.4378
4 4 1.0737 3.9128
. 1 8 1.3264 5.3204
2 8 1.2711 4.9887
, 3 8 0.9766 3.5518
4 8 0.8753 2.9723

1= Repeticion
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Anexo 8. Valores de la concentracion molar de acido isovalérico y valérico

NIVEL DE ISOVALERICO VALERICO

N® . ,
SUSTRATO R INCLUSION

CORRIDA (orcentaie) mM mM

. 1 0 1.0725 0.7659

2 0 1.2253 0.8612

, 3 0 0.815 0.659

4 0 0.9502 0.7355

. 1 4 1.0522 0.7539

PAJA DE CEBADA 2 4 1.1161 0.7793

, 3 4 0.8321 0.6885

4 4 0.8158 0.6695

. 1 8 1.0821 0.7648

2 8 0.927 0.6926

, 3 8 0.6537 05713

4 8 0.7682 0.6585

. 1 0 1.7444 0.942

2 0 21662 1.1334

, 3 0 1.3644 0.7834

4 0 1.5269 0.8545

1 4 1.4131 0.7418

;'EFNELEF’E 1 2 4 1.8589 0.9683

, 3 4 1.3231 0.7328

4 4 1.5102 0.8161

. 1 8 2.0039 1.0126

2 8 1.8626 0.9315

, 3 8 1.3055 0.7492

4 8 1.1553 0.6414

1= Repeticion
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