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. RESUMEN

El uso de frutos de arboles taniniferos representa una nueva tecnologia que tiene
como objetivo mitigar los efectos provocados por los gases de efecto invernadero,
es decir, incrementar la produccién de alimentos de origen animal para la
poblacién en armonia con el medio ambiente y la salud publica. Este estudio tiene
como objetivo determinar la produccion de metano, dioxido de carbono,
degradabilidad y fermentacion ruminal in vitro en dietas cabras suplementadas con
fruto de Cascalote (Caesalpinia coriaria Jacg. Willd.) para su adopciéon por los
agricultores a través de asociaciones ganaderas locales. Las tasas de inclusiéon de
taninos condensados (TC) de C. coriaria fueron 0 (TCO o control, sin TC), 1.5
(TC1.5), 3 (TC3), 4.5 (TC4.5) y 6% (TC6) del total de la racién. Toda la inclusion
de CT se redujo (lineal, cuadratica y cubica; P = 0,001) gas CH,4, CO, Yy H,, pero
tuvo algun efecto creciente y decreciente en la produccion total de biogas. TC3
redujo GEI y tuvo la mayor produccion de biogas. Por lo tanto, la adicién de
taninos del fruto de cascalote (Caesalpinia coriaria Jacq. Willd.) A dietas de cabras
a nivel TC3 redujo la produccion de metano, mejora la fermentacién vy
degradabilidad ruminal in vitro y tiene potencial como alimento o aditivo alimentario
ecoldgico. Es necesario realizar mas experimentos in vivo para confirmar la

eficacia.

Palabras clave: Degradabilidad, Metano, Caesalpinia coriaria, Medio ambiente,

Cabras



II. INTRODUCCION

El proceso de produccion de alimentos de origen animal es importante porque
aporta nutrientes como proteina y energia para resolver el problema de
desnutricion en la poblacion, a nivel nacional, regional y local, sin embargo, las
practicas productivas para obtener los alimentos contribuyen a la contaminacion
ambiental por la generacion de gases de efecto invernadero. Con el uso de frutos
de arboles taniniferos como tecnologia se pretende mitigar estos efectos. Uno de
los gases de efecto invernadero de importancia es el metano (CH4) que
representan al menos el 14-15% del total de los gases con un potencial de
calentamiento global de 23 a 25 veces mas que el diéxido de carbono (CO,) y una
vida media en la atmosfera de 12 afios (Andrade et al., 2013; Wanapat et al.
2015). Ademés en el 2017 Mohammed et al., menciona que durante el proceso de
digestivo es un subproducto por las bacterias metanogenicas presente en el
rumen que utilizan el H, (Hidrogeno) y CO; por la fermentacion de la fibra de las
plantas para formar el CH4; Este gas de efecto invernadero no se usa por el
animal como fuente de energia y se elimina a través de los pulmones o el eructo
hacia la atmésfera (Crutzen et al.,, 2006). De acuerdo a Hristov et al., 2013, el
sector agricola tiene una contribucion de 50 a 60% de emision de metano y los
rumiantes son la principal fuente de aporte de metano (15 a 33%), esta emision
causada por fermentacion entérica de rumiantes representa una pérdida de
consumo de energia (7% del total ingerida) lo que se traduce en menos leche y
carne por unidad de alimento consumido y asi se afecta también la sustentabilidad
econOmica del proceso productivo. El presente estudio pretende determinar la
produccion de metano, dioxido de carbono, la degradabilidad y fermentacion
ruminal in vitro en dietas para caprinos suplementadas con frutos de cascalote
(Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.) para su adopcion por ganaderos a través de

las asociaciones ganaderas locales.



[ll.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢,Cual es la importancia del uso de taninos en dietas caprinas?

La utilizacibn de arboles que contienen metabolitos secundarios (taninos
condensados y saponinas) pueden elevar la produccion de carne y leche pues
también pueden disminuir compuestos cancerigenos en éstos productos, cuando
son agregados en el alimento debido a que pueden proteger las proteinas de la
dieta para ser asimiladas como aminoécidos en el intestino de los rumiantes
promueven la sintesis de acido linoleico conjugado (CLA) gque tiene efectos
benéficos para la salud por ser considerado como anticarcinogénico, antidiabético

y con efectos moduladores de la inmunidad (Kathirvelan et al. 2008).

Por otra parte, algunos estudios han demostrado que los compuestos secundarios
en el follaje y fruto de algunos arboles (extractos fendlicos) tienen relacién con el
nivel de produccion de carne y leche debido a que estos microorganismos
compiten por los nutrientes de la dieta y causan gastritis lo que altera la
permeabilidad del epitelio y disminuye la absorcion de nutrientes (Leon et al. 2016,
Menke et al. 2017).



IV. JUSTIFICACION

Los taninos los podemos encontrar en diversas plantas dicotiledoneas,
particularmente en leguminosas de regiones templadas y tropicales en donde se
utilizan como especies forrajeras. Estas plantas tienen la capacidad de usarlas
como mecanismos de defensa contra los herbivoros, patégenos y para la

conservacion de Nitrégeno.

Tiemann et al. (2006) Evaluaron in vitro el de los taninos en diferentes
concentraciones de cuatro leguminosas tropicales sobre la dindmica de la
fermentacién ruminal; en el observaron que los TC de Calliandra calothyrsus
tuvieron un efecto mas negativo sobre la fermentacion que los de Flemingia
macrophylla y Leucaena leucocephala, también concluyen que las diferencias de
los efectos podian explicarse a partir de la composiciébn quimica de los TC en

estas leguminosas.

De igual manera el efecto benéfico de los taninos sobre la digestion de rumiantes
estd asociado a la cantidad y a la composicién quimica del tanino consumido,
pues existen oportunidades para reducir las emisiones de metano por unidad de
materia seca consumida cuando las practicas de manejo de las pasturas

aumenten las tasas de pasaje y el consumo voluntario (Campos et al., 2016).



V. OBJETIVO

GENERAL.:
> Determinar in vitro la produccion de metano, la fermentacion vy
degradabilidad ruminal de dietas caprinas suplementadas con taninos del

fruto de cascalote (Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.)

ESPECIFICOS:
e Obtener la composicion quimica (AQP) de dietas caprinas conteniendo

taninos del fruto de cascalote (Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.).

e Caracterizar la cinética de fermentacion ruminal mediante la produccién de
gas in vitro a las 8,16, 24, 32, 40, 48, 56, 64, 72, 80, 88 y 96 horas de dietas
caprinas conteniendo taninos del fruto de cascalote (Caesalpinia coriaria
(Jacq.) willd.).

e Calcular la energia metabolizable (EM) y el Factor de particion (FP) de
dietas caprinas conteniendo taninos del fruto de cascalote (Caesalpinia

coriaria (Jacq.) Willd.).

e Calcular la degradabilidad in vitro de la Materia seca (MS) Materia organica
(MO), Fibra detergente neutro (FDN, Fibra detergente acido (FDA), Proteina
cruda (PC), Extracto etéreo (EE) y cenizas de dietas caprinas conteniendo

taninos del fruto de cascalote (Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.).

e Cuantificar la produccion in vitro de metano y dioxido de carbono de dietas
caprinas conteniendo taninos del fruto de cascalote (Caesalpinia coriaria
(Jacq.) willd.).



VI. HIPOTESIS

La adicion de taninos del fruto de cascalote (Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.) a
dietas caprinas reducira la produccion de metano, mejorara la fermentacion y

degradabilidad ruminal in vitro.



VIl. REVISION DE LITERATURA

CASCALOTE (Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.)
CLASIFICACION TAXONOMICA

Tabla 1 Clasificacion taxonémica de Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.

Caosalpiniacease (Fabaceae)

René Severens

Cascalote
Taxonomia
Reino: Plantae
Subreino:  Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Caesalpinioideae
Tribu: Caesalpinieae
Genero: Caesalpinia
Especie: Caesalpinia coriaria

Fuente: Arboles de Centroamérica IRENA (1992)



CARACTERISTICAS FENOLOGICAS

Caesalpinia coriaria (Jacq Willd). “Cascalote”

Este arbol de la familia de las leguminosas es
una especie comun y bien conocida en muchas
partes del mundo, pertenece al grupo de las
leguminosae, su sindénimo popular es “torcido
como oreja”. (Biblioteca digital de la medicina
tradicional mexicana, 2009). La distribucién
natural se extiende en clima célido desde los
550 y los 1000 msnm y se encuentra asociado
a bosque tropical caducifolio y bosque

espinoso. (IRENA, 1992; puede alcanzar una

. - . \J ! g v | ‘A
altura de 3 metros, sus hojas son bipinadas con datad i (I ey N el

numerosas hojuelas, que tiene glandulas ;T ‘ﬁ
puntiagudas; las flores le crecen en racimos amarillentos; los frutos son vainas de
6 cm aproximadamente, aplanadas y torcidas; son ricos en tanino hasta un 50%,
gue se utiliza para curtir pieles y en medicina como astringente (INAFOR, 2002).

Las vainas producen colorantes negro, azul y

. digital de la medicina tradicional mexicana, 2009).

Sus hojas multipropésito son importantes

. recursos de alimentacion para la producciéon de

R, . pequefios rumiantes en paises especialmente

para Ioagicue sin tierra y marginales. En estas regiones, las fuentes de
recursos convencionales son limitadas y, a menudo, demasiado caras para el
sistema de produccién pecuaria de bajos insumos y productos. Ademas contienen
niveles moderados de proteina cruda (PC), minerales y vitaminas que son

deficientes en muchos forrajes de baja calidad (Pal et al., 2015).



El incorporar leguminosas en las dietas basadas en gramineas generalmente, ah
evidenciado el aumento en la productividad del animal y en el balance de N
mejorado en los sistemas pastoriles; su impacto en la produccion de metano ah
sido poco por otra parte ya que los estudios in vitro reportan informacion preliminar

de la produccién de metano en la fermentacion entérica (Vargas, 2014).

TANINOS
CARACTERISTICAS DE LOS TANINOS

Los taninos estan ampliamente distribuidos en las plantas, estando a menudo
presentes en la dieta de los herbivoros. Los dos principales grupos polifendlicos
son los taninos condensados y los taninos hidrolizables, los cuales pueden tener
efectos antinutricionales/téxicos o benéficos para los animales (Marquez y Suarez,
2008).

Los taninos de alto peso molecular crean complejos fuertes con proteinas y mas
macromoléculas bajo condiciones adecuadas ya que pueden precipitar las
proteinas y varia dependiendo de sus caracteristicas y las condiciones fisico-
quimicas del sistema, esta capacidad se denomina astringencia y se ha
considerado como un elemento importante para prever sus efectos en sistemas

bioldgicos. La afinidad de los taninos por las proteinas (Carulla, 2005).

CLASIFICACION DE LOS TANINOS

Existen dos grupos: 1) Los taninos hidrolizables y 2) Los taninos condensados.
Estos primeros son solubles en el agua por hidrélisis con un &cido inorganico
diluido e hirviendo (Garcia, 2004; Marquez, 2008); mientras que los condensados
son los extractos curtientes mas importantes y se presentan generalmente en la

madera, la corteza y las raices de las plantas (Aguilar, 2004, Carulla, 2005).

TANINOS HIDROLIZABLES
Conocidos espectacularmente desde el afio de 1989 por Haslam, Okuda y

Yoshida, hasta hoy se han elucidado las estructuras de mas de 750 nuevos

9



taninos hidrolizables. Todos ellos son ésteres de acidos fendlicos (acido galico y
elagico) con un azucar (generalmente glucosa) o un polialcohol, se derivan por su
parte fendlica por la via shikimica a partir de la forma Fenol del acido 3-
dehidroshikimico, el cual se transforma en el precursor, acido galico, por accion de

la enzima dehidroshikimato deshidrogenada (Hipdlito, 2007).

Los TH son potencialmente téxicos para los rumiantes ya que son degradados por
los microorganismos del rumen y absorbidos en forma de pyrogallol, una toxina
con efecto tanto hepatotoxico como nefrotéxico (Ramirez, 2008; Pérez, 1997). Se
dice que los TH son responsables de la mayoria de los efectos nocivos, hasta
ocasionar la muerte (Torres et al., 2008).

TANINOS CONDENSADOS

Los TC (polimeros fendlicos) en su mayoria constituyen potentes antioxidantes
que tiene la capacidad de modifican la fermentacion ruminal por inhibicién de la
produccion de amoniaco y metano, parcialmente por su habilidad para formar
complejos con las proteinas y la fibra de la dieta. Con relacion al metabolismo de
los lipidos, los taninos han provocado inhibicibn de la bacteria Butyrivibrio
fibrisolvens, perteneciente a las principales especies bacterianas involucradas en

la biohidrogenacion ruminal (Camacho et al., 2015).

Ademas por su capacidad de formar compuestos antes mencionados a
concentraciones de 6 a 10% de la MS, deprimen el consumo y la palatabilidad
voluntario de los animales que le consumen, estos efectos parecen estar mas
sujetos al propio funcionamiento del rumen y del intestino, reduciendo la tasa de
fermentaciéon induciendo efectos sobre el llenado del rumen (Waghorn et al.,
1994).

Igualmente reducen la digestibilidad de la materia seca, fibra, materia organica,
proteina, carbohidratos y por consiguiente afectan negativamente la productividad

de los animales (Reed et al., 1995).

10



Los taninos condensados en la alimentacion caprina es notable el efecto que tiene
sobre los protozoarios, ya que Wang et al. (1996), observaron el efecto contrario
cuando usaron el género Lotus y el efecto sobre las bacterias ruminales, como
ocurre con el Fibrobacter succinogenes que puede separarse de la fibra

(substrato) como ocurrio en experimentos con trébol pata de pajaro.

Por otra parte el uso de los taninos condensados del fruto de cascalote C. coriaria

también es empleada por locatarios para el curtido de pieles.

11



VIll. MATERIALES Y METODOS

UBICACION DEL SITIO EXPERIMENTAL

El experimento se realizO en la posta zootécnica de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia ndmero 1 de la Universidad Autbnoma de Guerrero
(UAGro), ubicada en Ciudad Altamirano, region Tierra Caliente del estado de
Guerrero, se halla a 250 metros sobre el nivel del mar, al noroeste de
Chilpancingo, entre los paralelos 18°25" de latitud norte y los 100°31" y 100°43" de
longitud oeste, respecto del meridiano de Greenwich. Colinda al norte con el
estado de Michoacan y Cutzamala de Pinzon; al sur con Tlapehuala, Ajuchitlan y
Coyuca de Catalan; al oeste con Coyuca de Catalan: y al este con Tlapehuala; El
clima es considerado como trépico sub himedo, con temperaturas que oscilan
entre los 43.2 °C maximas y los 28 °C minimas, con una precipitacion pluvial de
1,100 milimetros (INEGI, 2009).

Facultad dels
I\il'_e‘.l ina
Veterinaria

y Zootecnia

* e
Wi 3
’Au}oiav‘gd_& Las
Chicken &!Grill Querendas

;

N
. 3449‘Batallo~n
Jddelinfanteria

~
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RECOLECCION DE FRUTOS DE CASCALOTE (Caesalpinia coriaria (Jacq.)
willd.)

Se colectaron frutos maduros de cascalote durante la época de cosecha (febrero-
marzo) directamente del arbol a una altura de 1.5 m simulando el pastoreo de los
caprinos, se obtuvieron las muestras que se secaron a la sombra y se molieron en
un molino Willey con una criba de 0.5 mm para su uso como sustrato en las dietas,

las cuales se analizaran para AQP (AOAC, 1997).

INCUBACIONES In vitro Y ANIMALES

Como fuente de inéculo (liquido ruminal) se utilizaron cuatro caprinos (25 + 5 kg de
peso vivo) previamente vacunados (Ultrabac 8®, SmithKline Beechman)
desparasitados (lvomec Plus® Merck, Rahawy, NJ) y vitaminados (Synt-ADE) y
alimentados con la dieta balanceada basada en 40:60 Forraje: Concentrado
alimentaron con una dieta para cabras segun el Consejo Nacional de Investigacion
(NRC, 2007). A las cabras se les proporcion6 agua fresca durante la fase de
recoleccion del in6culo y posteriormente, el contenido ruminal se enjuagé con CO2
y se filtr6 con gasa en un frasco con espacio libre de oxigeno. El fluido ruminal
recolectado se mezcl6 con una solucién tampoén (1: 4 v/ v) (Goering y Van Soest,
1970) y luego se diluyé y se afiadio a botellas de incubacion que contenian 1 g de
sustratos de MS prepesados y soluciones de aditivos. Se realizaron tres ciclos de
incubacion en tres semanas. Los frascos que contenian las muestras (cinco
niveles de TC en la dieta de C. coriaria (0, 1.5, 3.0, 4.5y 6% de TC de la MS de la
dieta x tres ciclos diferentes) mas tres frascos como blancos (solo liquido ruminal)
se incubaron durante 96 h.

TRATAMIENTOS
TCO= Dieta base (40% de rastrojo de maiz y 60% de un concentrado a base de

maiz molido, pasta de soya, melaza, urea y pre mezcla de vitaminas y minerales).

TC1.5= Dieta base + 1.5% de taninos condensados presentes en el fruto del

cascalote (Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.) sobre la materia seca total.

13



T3 Dieta base + 3.0% de taninos condensados presentes en el fruto del cascalote

(Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.) sobre la materia seca total.

TC4.5= Dieta base + 4.5% de taninos condensados presentes en el fruto del

cascalote (Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.) sobre la materia seca total.

TC6= Dieta base + 6% de taninos condensados presentes en el fruto del cascalote

(Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.) sobre la materia seca total.

PRODUCCION TOTAL DE BIOGAS, CH4, CO,Y H;

Se realizaron tres réplicas en sustratos que contenian botellas. Los frascos se
llenaron, se cerraron con tapones de goma, se mezclaron y se incubaron a 39 ° C
en bafio de agua. El volumen de produccion de biogas (GP) se estimd hasta 96 h
(2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 96 h) utilizando un transductor de presion
(Extech Instruments, Waltham, EE.UU.) segun la metodologia de Theodorou et al.
(1994). Ademaés, la cantidad de CH,4, CO,y H; se estim6 en los mismos momentos
de incubacién mediante un detector de gas (Monitor de calidad del aire YesAIR,
Critical Environment Technologies Canada Inc., Delta, BC, V4G 1M3, Canada). El
pH se midi6 a las 72 h utilizando un medidor de pH digital (Conductronic pH15.0,
Puebla, México).
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TECNICAS DE LABORATORIO

PREPARACION DE LOS FRASCOS PARA FERMENTACION in vitro (DIA 1).

1. Se rotularon los frascos previamente secos y las bolsitas filtro de acuerdo a
cada tratamiento y repeticion.

2. Se peso6 un gramo de cada racion dentro de una bolsita filtro previamente
secada y desengrasada.

3. Se sell6 la bolsita con sellador caliente para evitar se pierda la muestra.
Esto se hizo con los 5 tratamientos y 4 repeticiones.

4. Se colocaron dentro de cada frasco y se sellaron herméticamente.

5. Se colocaron dentro a una estufa de ventilacion forzada con rango de 0 a

200 grados, a una temperatura controlada y constante de 39°C.

PREPARACION DE SOLUCIONES (DIA 2).
MEDIOS Theodorou

1. SOLUCION MICROMINERAL (g por 5 ml).

CaCl,.2H,0 (Cloruro de Calcio deshidratado) 0.675
MnCl,.4H,0 (Cloruro de Magnesio tetrahidratado) 0.500
CoCl,.6H,0 (Cloruro de Cobalto hexahidratado) 0.08
FeCls.6H,0 (Cloruro Férrico hexahidratado) 0.04

2. SOLUCION TAMPON (g por 300 ml).

NH4HCOj3; (Bicarbonato de Amonio) 2.4

(Bicarbonato de Sodio) 21

3. SOLUCION MACROMINERAL (g por 300 ml).

Na;HPO,4.12H,0 (Sulfato disédico) 5.67
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KH,PO, (Fosfato monopotasico) 3.72
MgS0O,.7H,0 (Sulfato de Magnesio) 0.36
4. SOLUCION DE RESAZURINA. (g por 5 ml)

Resazurina 0.005

AGENTE REDUCTOR DE THEODOROU

HCI.1 H,0 (Cisteina) 1.875 mg
Agua destilada 285 ml

1 N NaOH 12 ml
Na,S/9H,0 (Sulfuro de sodio nonahidratado) 1.875 mg.

PREPARAR DEL MEDIO:

Mezcle las soluciones componentes en las siguientes cantidades para obtener
aproximadamente 2.5 | de medio.

1. Microminerales 0.3ml
2. Solucion Tampon 600 ml
3. Macrominerales 600 ml
4. Resazurina 3ml

5. Agua destilada 1500 ml

El medio se debe mantener en constante mezclado y con el CO, burbujeando a
través de él aproximadamente durante 2 a 3 horas, luego agregue un pequefo
volumen de agente reductor (aproximadamente 2 ml por litro de tampdn; 3 ml para
el medio de Menke). Se Continla gaseando hasta que la resazurina en el medio

esté rosada.
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Coloque las muestras dentro de las botellas (dia 3).

Se debe preparar una cantidad adecuada de agente reductor en el medio,
manteniéndolo agitado y bajo una atmdésfera de nitrégeno. Usando un embudo
pequefio de gran didmetro, transfiera los sustratos a sus botellas y agregue 4 ml
de agente reductor. Sigue gaseando con CO,. Vuelva a sellar con tapones de
goma de butilo y engarce con tapas de aluminio. Vuelva a colocar en la estufa a
39°C.

Preparar indculo (300 ml de liquido ruminal).

Se recolecta un pool de liquido ruminal de los cuatro donantes a partir de las 8:00
a.m. y se mantuvo caliente en un matraz dentro de un termo aproximadamente a
39°C. El fluido se filtra a través de 4 capas de muselina de algodon y se coloca
bajo una atmésfera de CO,. Se mantiene el liquido agitado (no vigorosamente).
Tenga en cuenta el volumen aproximado de liquido filtrado. Transfiera los solidos
a una licuadora y agregue un volumen de medio (usando las botellas de repuesto
preparadas anteriormente) aproximadamente igual al volumen del liquido filtrado.
Mezcle durante aproximadamente 30 segundos Yy filtre a través de la muselina en
el vaso de precipitados con liquido filtrado para unir con el fluido original filtrado

del rumen. Mantener agitado y bajo CO.. El in6culo ya esté listo para su uso.

Inoculacion de botellas

Mientras se prepara el inoculo, las botellas de suero deben ajustarse a la presion
atmosférica. Esto se realiza mediante el procedimiento de "toma de lecturas de

gas"y las botellas se devuelven a la incubadora a 39 ° C.

Usando una jeringa de 5 ml y agujas de calibre 22 G x 32 ml (22 G x 11’4”) (codigo
de color negro), se inyecta 10 ml de liquido ruminal a cada frasco, mas 90 ml del

medio. Agite las botellas y regrese a la estufa.
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A partir de las 10 a.m., las botellas se reajustan a la presion atmosférica, se agitan
y se devuelven a la incubadora. Esto se toma como el punto de partida (tiempo =

0) del experimento.

Determinacion de la desaparicion de materia seca (DMD)

Al final de la produccion de gas, lave la botella con agua para eliminar los
residuos. Seque las bolsas filtro en la estufa por 16 horas al05 ° C y luego deje
que se enfrie en el desecador y pese.

VARIABLES A ESTUDIAR
< Andlisis quimico proximal de las dietas (MS, PC, ELN, EE y Cenizas)
(AOAC, 1997) y Fibras (FDN y FDA) segun Van |. et al. (1991).

O
°o

Produccién de gas in vitro a las 2,4,6,12,24,48 y 72 h mediante la técnica

de Theodorou, et al., 1994, para calcular la cinética de fermentacion.
< Energia metabolizable y Factor de particibn (Menke y Steingass, 1988)

+ Degradabilidad in vitro de la MS, MO, PC, EE, Cenizas (AOAC, 1997) y
FDN y FDA (Van Soest, et al., 1991) analizando los sustratos iniciales y

residuales después de 72 h de incubacion.

< Produccion de metano in vitro. (Kholif et al., 2017)

DISENO EXPERIMENTAL
Se utiliz6 un disefio completamente al azar con cinco tratamientos y tre
repeticiones, (frascos para fermentacion in vitro) para cada tratamiento de acuerdo

al siguiente modelo:

Yij=p + Ti + &jj
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Donde:

Yij= Variable respuesta del tratamiento i, repeticion j.
K = Media general.
Ti = Efecto del tratamiento i.

&ij = Error aleatorio.

Se realiz6 un andlisis de varianza con el paquete estadistico SAS version (9.0).
Para comparar las diferencias entre las medias de tratamientos se aplico la prueba
de Tukey (Steel y Torrie, 1988).
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IX. RESULTADOS

Para la realizacion de la prueba de medicion de gases es necesario conocer la
composicion quimico proximal de las dietas utilizadas; en tabla dos se especifican

los porcentajes de inclusién de los tratamientos.

Tabla 2 Composicién de dietas caprinas conteniendo diferentes niveles de taninos condensados
del fruto de cascalote Caesalpinia coriaria (Jacq.) Willd.(%BS).

% DE INCLUSION

INGREDIENTES TCO TC1l.5 TC3 T4.5 TC6
Heno de Avena 46.79 46.94 47.09 47.24 47.3
Maiz molido 27.95 22.38 16.83 11.33 6.8
Pasta de Soya 12.64 13.24 13.84 14.43 14.9
Melaza 7.17 7.2 7.22 7.24 7.24
Fruto de cascalote 0 4.58 9.13 13.65 17.6
Aceite de girasol 3.17 3.18 3.19 3.2 3.21
Carbona de calcio 1.15 1.15 1.14 1.14 1.14
Urea 0.91 0.91 0.91 0.91 0.91
*Mezcla vit- minerales 0.22 0.42 0.65 0.86 0.9
Total 100 100 100 100 100

*Mezcla vit-minerales: Cloruro de sodio, carbonato de calcio, sulfato de magnesio, sulfato de hierro, sulfato de zinc, selenio
de sodio, Vitamina A, Vitamina D3, Vitamina E, Vitamina B1, yodo 130 ppm, subproductos de cereales. * %BS = % Base
seca; raciones mezcladas totales en presencia de taninos condensados (TC) de C. coriaria a 0 (TCO0), 1.5 (TC1.5), 3.0
(TC3), 4.5 (TC4 .5) y 6.0 (TC6) % de la raciéon mixta total.

En la tabla tres se reflejan los resultados del andlisis bromatolégico del fruto de
cascalote (Caesalpinia coriaria Jacq. Willd.)
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Tabla 3 Analisis bromatolégico del fruto de cascalote (C. coriaria Jacq. Willd.) (% B.S.)

Componente Contenido

Proteina 8.14
MS 99.60
Cenizas 0.10
E.E 2.17
TCL 22.71
TCLP 3.17
TCLF 7.18
TCT 33.06

M.S= Materia seca; E.E= Extracto etéreo; TCL= Taninos condensados libres; TCLP= Taninos condensados ligados a
proteinas; TCF= Taninos condensados ligados a fibras y TCT= Taninos condensados totales.

Datos que tienen similitud con los obtenidos por Mora et al. (2018), donde reporta
taninos condensados totales para el fruto de C. coriaria de 35.5%; en cuanto a la
proteina obtenida en su estudio reporta un porcentaje de 4.84, este menor al
obtenido en este trabajo, asi mismo con la Materia seca reportada en 97%; A
continuacion, en la tabla cuatro se expresan los resultados del andlisis

bromatolégico de las dietas.

Tabla 4 Andlisis quimico proximal de las dietas (%BS)

TRATAMIENTOS

COMPONENTE

TCO TC15 TC3 T4.5 TC6
M.S. 91.75 96.68 93.1 93.17 92.96
P.C. 17.06 16.01 14.88 15.49 15.14
E.E 5.97 6.85 7.44 2.38 2.42
Cenizas 0.32 0.27 0.3 0.27 0.31
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FDN 38.31 38.44 36.56 38.69 38.77

EM, Mcal/kg 2.4 2.25 2.09 1.9 1.81

M.S= Materia seca; P.C= Proteina cruda; E.E= etéreo; FDN= Fibra detergente neutra; EM, Mcal/kg= Energia

metabolizable expresada en megacalorias por kilogramo, raciones mezcladas totales en presencia de taninos
condensados (TC) de C. coriaria a 0 (TCO0), 1.5 (TC1.5), 3.0 (TC3), 4.5 (TC4 .5) y 6.0 (TC6) % de la racion
mixta total.

Produccién total de biogas, metano, dioxido de carbono e hidrégeno.

Las figuras muestran las tendencias del biogas total de rumen in vitro (Figura 1),
metano (Figura 2), CO, (Figura 3) y H, (Figura 4) en el nivel graduado de C.
coriaria TC. La produccion total de gas mostré que el control tuvo la produccién
mas alta mientras que TC 4.5 produjo el gas mas bajo. Entre los gases de efecto
invernadero, TC1.5 tuvo la mayor produccion de metano e hidrogeno, mientras
que TCO produjo la mayor cantidad de CO,, mientras que TC6 tuvo la menor

produccioén de gases de efecto invernadero.

Produccion total de gas

100
80
60
40
20

ml gas/g DM

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96
Tiempo de incubacion (h)

—e—TC0O —e—TC15 CT3 —e—TC4.5 TC6

Figura 1 Produccion total de biogas en el rumen (mL / g de MS incubada) de las cinco raciones mezcladas
totales en presencia de taninos condensados (TC) de C. coriaria a 0 (TCO0), 1.5 (TC1.5), 3.0 (TC3), 4.5 (TC4
.5) y 6.0 (TC6) % de la racion mixta total. SEM (Poold); = 2,784; P <0,001..
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Produccion de CH4
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—e—TC0 —e—TCl5 —e—(CT3 —e—TC45 —e—TC6

Figura 2 Produccion total de metano (CH4) en el rumen (mL / g de MS incubada) de las cinco raciones
mezcladas totales en presencia de taninos condensados (TC) de C. coriaria a 0 (TC0), 1.5 (TC1.5), 3.0 (TC3),
4.5 (TC4 .5) y 6.0 (TC6) % de la racién mixta total. SEM (Poold), =2,784, P<0,001.

Produccion de CO,

ml gas/g DM
N w H (62
o o o o

[any
o

-~
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0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96
Tiempo de incubacion (h)
——TC0 —e—TCl5 —o—CT3 —e—TC45 —e—TC6
Figura 3 Produccion total de Diéxido de carbono (CO2) en el rumen (mL / g de MS incubada) de las cinco
raciones mezcladas totales en presencia de taninos condensados (TC) de C. coriaria a 0 (TCO0), 1.5 (TC1.5),
3.0 (TC3),4.5(TC4 .5)y 6.0 (TC6) % de la racion mixta total. SEM (Poold) = 2,784; P <0,001.
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Produccion de H,

o _— N O 7Y

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96

Tiempo de incubacion (h)

——TC0 —e—TCl5 CT3 —e—TC45 TC6

Figura 4 Produccion total de Hidrogeno (H2) en el rumen (mL / g de MS incubada) de las cinco raciones
mezcladas totales en presencia de taninos condensados (TC) de C. coriaria a 0 (TC0), 1.5 (TC1.5), 3.0 (TC3),
4.5 (TC4 .5) y 6.0 (TC6) % de la racién mixta total. SEM (Poold); = 2,784; P <0,001.

En la tabla cinco muestra la influencia del tratamiento (P = 0.001), el tiempo (P =
0.001) y la interaccion tratamiento x tiempo (P = 0.001) en varios parametros de
produccion de gas. En todos los tratamientos (TCO, TC1.5, TC3.0, 210 TC45 y
TC6.0) hubo una disminucion lineal (P = 0.001) en la produccion total de biogas.
Ademas, entre los gases de efecto invernadero (CH4, CO,) y Hj, disminuyé
linealmente (P = 0,001) a través de los tratamientos con excepcion de CT1.5
donde aumentd. El resultado de la hora (Tabla 5) mostré que la produccion total
de biogas, CH4, CO; y H, aumentd linealmente (P = 0.001) a las 8 h, 24 h, 48 h,
72 h'y 96 h en el experimento. Lo que sugiere que en cada hora de medicion se
produjeron cada vez mas todos los gases. La interaccién tratamiento x horas
mostro que la produccién de 8 h y 96 h de (biogas total, CH,4, CO, y H,) fue la mas
baja y la méas alta (P = 0,001) respectivamente para cada tratamiento, y la

produccién de gases aumento linealmente (P = 0,001).

Tabla 5 Comportamiento de gases ruminales in vitro, metano, diéxido de carbono e hidrogeno (ml/g
DM) de dietas con diferentes concentraciones de dietas con fruto de cascalote (C. coriaria).

TRATAMIENTO HORA TgﬁiL CHg4 CO; H>

TCO 8 15.63 2.97 1.36 0.01
24 28.95 6.77 3.45 0.04
48 54.98 14.44 14.32 0.11
72 73.20 24.34 28.67 0.17
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TC1.5

TC3

TC4.5

96
SEM

VALOR P:
LINEAL
CUADRATICO
CUBICO

24

48

72

96
SEM
VALOR P:
LINEAL
CUADRATICO
CuBICO

24

48

72

96
SEM
VALOR P:
LINEAL
CUADRATICO
CUBICO

24
48
72
96
SEM

VALOR P:
LINEAL

CUADRATICO
CUBICO

VALOR P:

87.03 29.36 40.30 0.20
13.30 5.02 7.46 0.04
0.000 0.001 0.001 0.001
0.206 0.948 0.136 0.743
0.774 0.815 0.329 0.684
13.37 1.60 0.90 0.01
22.38 3.37 1.79 0.04
45.50 9.88 10.59 0.09
65.71 28.99 22.40 0.19
78.77 40.11 31.08 0.23
12.4 7.6 5.9 0.043
0.001 0.001 0.001 0.001
0.163 0.036 0.001 0.470
0.218 0.260 0.002 0.212
8.61 0.94 0.47 0.00
14.63 1.53 0.79 0.01
32.06 3.78 5.20 0.03
48.23 13.11 13.43 0.08
59.64 22.78 20.94 0.12

9.7 42 4.0 0.021
0.001 0.001 0.001 0.001
0.904 0.003 0.019 0.011
0.184 0.847 0.422 0.494
8.13 0.57 0.37 0.00
14.29 1.30 0.57 0.01
26.57 2.66 3.69 0.01
37.04 3.89 6.65 0.02
44.28 5.26 8.47 0.03

6.8 0.8 1.6 0.004
0.001 0.001 0.001 0.001
0.050 0.805 0.551 0.894
0.092 0.951 0.005 0.875
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TC6 8 8.71 0.59 0.37 0.00

24 14.85 1.11 0.61 0.00
48 27.14 2.32 3.67 0.01
72 37.52 3.29 6.43 0.01
96 45.28 4.42 7.90 0.01
SEM 6.8 0.7 15 0.001
VALOR P:
LINEAL 0001 0001 0003  0.002
CUADRATICO 0011 0.728 0.001 0.089
CUBICO 0.188 0.834 0.001 0.231
SEM (POOLD) 5.1 23 2.1 0.015
VALOR P:
LINEAL , 0.001 0.001 0.001 0.001
CUADRATICO 0.404 0.905 0.369 0.001
CUBICO 0.771 0.131 0.186 0.095
Hora:
LINEAL ) 0.001 0.001 0.001 0.001
CUADRATICO 0.307 0.251 0.098 0.771
CUBICO 0.702 0.601 0.230 0.553

Tratamiento X

Hora 0.001 0.001 0.001 0.001
Tratamientos con presencia de taninos condensados (TC) de C. coriaria= 0 (TCO0), 1.5 (TC1.5), 3.0 (TC3), 4.5 (TC4 .5)y 6.0
(TC6) % de la racion mixta total; CH,= Metano, CO,= Dioxido de carbono y H,= Hidrogeno.

Fracciones de produccion de biogas, metano, dioxido de carbono e

hidrégeno

La Tabla 6 muestra el impacto del tratamiento en la produccién de gas, la tasa y el
tiempo de retraso para la produccion de gas. El resultado mostré6 que los
tratamientos (TCO, TC1.5, TC3.0, TC4.5, TC6) tuvieron (lineal, cuadrético y cubico;
P = 0.001) sobre la produccion de biogases totales, CH4, CO, y H,. La produccién
total de biogas aumentd (P = 0.001) excepto en TC4.5 y TC6 donde disminuyo
mientras que la tasa de produccion de gas linealmente (P = 0.001) disminuy0 con
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dosis crecientes de TC. Los gases CH, y H, disminuyen linealmente (P = 0,001) al
aumentar la concentracién de TC, sin embargo, TC1.5 tuvo la mayor produccion
de CH4 y H,. Ademas, el CO; disminuyé (P = 0,001) de una manera dependiente

de la dosis de inclusion de TC

Tabla 6. Produccion In vitro de gases fraccionada de Metano, Diéxido de carbono e Hidrogeno
(ml/g DM) de dietas con diferentes niveles de concentracién de Taninos Condensados del fruto de
Cascalote (C. coriaria)

TRATAMIEN PRODUCCION METANO (CHg) DIOXIDO DE CARBONO HIDROGENO (H>)

TO DE GAS (COy)

B C Lag B C Lag B C Lag B C Lag

TCO 65.0 0.08 385 350 0.03 3585 42.50 0.03 6.10 0.24 0.04 107
0 0 6

TC1.5 65.0 0.06 3.10 40.0 0.03 6.10 32.50 0.03 6.10 0.34 0.03 20.2
0 0 6

CT3 675 0.03 310 20.0 0.03 6.10 20.00 0.03 6.10 0.27 0.02 355
0 0 1

TC4.5 50.0 0.03 085 10.0 0.03 6.10 10.00 0.03 6.10 0.05 0.03 741
0 0

TC6 525 0.03 010 10.0 0.03 6.10 10.00 0.03 6.10 0.01 0.12 0.58
0 0

SEM (POOLD) 241 001 091 740 0.00 0.64 3.03 0.00 0.00 0.04 0.02 298

VALOR P:

LINEAL 0.00 0.02 031 000 0.15 0.00 0.001 0.158 NS 0.00 0.00 0.00
1 6 4 1 8 1 1 1 1

CUADRATICO 000 051 018 0.00 0.23 0.00 0.001 0.232 NS 0.00 0.00 0.00
1 8 0 1 2 1 1 1 1

CuBICO 0.00 0.05 029 0.00 0.47 0.00 0.001 0.479 NS 0.00 0.00 0.00
1 2 4 1 9 1 1 1 1

Dénde: B = produccion de gas asintética (mL g™t DM); c= tasa de produccién de gas (h —1); Lag =la demora inicial antes de
que comience la produccion de gas (h); presencia de taninos condensados (TC) de C. coriaria a 0 (TCO), 1.5 (TC1.5), 3.0
(TC3), 4.5 (TC4 .5) y 6.0 (TC6) % de la racién mixta total.
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X. DISCUSION

La produccion de rumiantes sigue siendo objeto de una intensa indagacion debido
a su contribucion a los gases de efecto invernadero, especialmente CH,4. Como tal,
es imperativo encontrar aditivos amigables con el medio ambiente que se puedan
agregar a las dietas de los animales para reducir los GEI producidos sin
comprometer la capacidad de fermentacion del rumen, la digestibilidad y el
rendimiento de la produccion. Los aditivos fitogénicos para dietas ricas en
metabolitos secundarios de plantas tienen la capacidad de ayudar a la digestién o
de reducir la digestion segun su efecto. Ademas, en el area tropical, que se
caracteriza por forrajes de mala calidad, la evaluacién in vitro ayuda a dar una
evaluacion potencial de los aditivos alimentarios en el ecosistema del rumen, ya
sea que promueva la salud del rumen o no. Ademas, la evaluacion exitosa de
estos arboles sera de gran ayuda para mostrar si se puede integrar con pastizales
0 como aditivos en la dieta del ganado.

Biogas

Los aditivos vegetales ricos en metabolitos secundarios pueden ayudar a mejorar
la digestion y disponibilidad de nutrientes de los animales porque sus metabolitos
pueden mejorar la actividad del rumen (Kholif et al., 2015). La inclusion de taninos
condensados a un nivel moderado tiene la tendencia a mejorar el suministro de
aminoacidos al intestino o proteger el aminoacido de los desaminados/
degradados (Patra y Saxena, 2011; Zamiri et al.,, 2015). Sin embargo, en altas
concentraciones, la disminucion de la actividad microbiana del rumen inhibe las
actividades de las enzimas digestivas endégenas (Huang et al., 2017). En este
estudio, la concentracion de taninos mostroé que no hubo inhibicién de la actividad
digestiva ya que los biogases continuaron aumentando de manera constante. Esto
sugiere que, independientemente de la concentracion, de taninos de C. coriaria,
tiene el potencial de tener un impacto prolongado en la digestion durante un largo
periodo de tiempo y mejorar la actividad microbiana del rumen. Sugiere que si se

alimenta a los rumiantes, podria ser eficaz para proporcionar un ambiente ruminal
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estable para favorecer la actividad continua de la digestion microbiana. Los gases
producidos entre las concentraciones de CT se redujeron a una tasa dependiente
de la dosis. Esto puede atribuirse al efecto negativo de una mayor concentracion
de taninos condensados de C. coriaria. Esto sugiere que a concentraciones mas
altas, se impidié la actividad, funcion microbiana o quizds redujo la actividad
enzimatica de los microbios que afectaron la funcion de degradacion en
comparacion con el control. Es bien sabido que el volumen de produccion de gas
es proporcional a la tasa de degradacion de la alimentacion; por lo tanto, la menor
produccion de gases con el aumento de TC sugiere que cred una condicién poco
saludable ya sea por la unién de nutrientes o por inhibicibn del crecimiento
microbiano a través de la toxicidad. Las plantas que contienen taninos

condensados son eficaces para reducir el gas in vitro total (Bhatta et al., 2009).

Entre la tasa fraccional de produccién de gas, alguna concentracion de TC mejoré
la digestion. Una fraccion y una tasa mas altas de PG sugieren una mayor
digestion y el crecimiento de los microorganismos y actividad enzimatica
(Getachew et al., 2004). Por lo tanto, TC mejora la PG fraccional hasta TC3.0
antes de que comience a disminuir a pesar de la disminucion lineal en la tasa de
produccion de gas. Esto indica que a un nivel moderado, los taninos condensados
de C. coriaria tiene el potencial de mejorar la digestion del alimento sin
comprometer las actividades microbianas. Ademas, un PG mas bajo a un nivel
mas alto de TC sugiere que el TC puede tener un efecto negativo en la digestion

del alimento o en el ambiente del rumen si se consume en una cantidad mayor
CH4, COZ Yy H2

El metano y el CO, biogénicos son subproductos de la fermentacion entérica y
gases de efecto invernadero importantes porque contribuyen al calentamiento
global. Los gases también aumentan la pérdida de energia neta de alimentacion
del animal (Johnson y Johnson, 1995; Hernandez et al., 2017). Ademas, el H, se
sinergiza con el CO, del rumen para formar CH, mediante metandgenos. Por lo
tanto, una reduccion en el nivel de H, o la creacion de un sumidero alternativo

para H, podria reducir las emisiones de metano. Ademas, aunque en todo
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momento hubo un aumento progresivo en la produccion acumulada de gases, la
aplicacion de taninos condensados de C. coriaria disminuyo la produccién de gas
CH,4, CO; y H; al aumentar el nivel de TC. La disminucion puede atribuirse a la
reduccion de la digestion que se indica a través de una menor produccion de gas
con una mayor inclusion de TC. Sin embargo, la fraccion de estos gases mostré
que CH4, CO; y H, disminuyeron linealmente al aumentar la inclusion de CT. La
razon de la disminucion de CH,; podria atenuarse a la disminucién de la
produccion de H, o CO,, que son gases importantes para la produccion de
metano. Se informa que algunos aditivos alimentarios son capaces de competir y
metabolizar el H, para otros usos, lo que evita que los metanégenos los utilicen
para el metano (Reddish y Kung, 2007). Como tal, podria ser que el TC creara una
forma alternativa de sumidero/utilizacion de H, que redujera la disponibilidad o
impidiera que el metandgeno utilizara H,. La reduccion en el tiempo de retraso
para la produccién de CH,4 por todo el grupo de TC mostré que hubo un retraso en
la produccion de metano en comparacion con el TCO que fue de tiempo de retraso
mas corto, lo que sugiere que los procesos de metanogénesis o metanégenos se
retrasaron por la inclusion de TC que fue mas rapido en TCO. La menor
produccion proporcional de CH,; son evidencias de que los aditivos fueron
efectivos para disminuir la produccién de CH4 a través de la disminucién de las
bacterias ruminales productoras de hidrégeno metanogénico y grampositivo (H2)
y, en consecuencia, la emision de CH,4 (Elghandour et al., 2015; Hernandez et al.,
2018). Estos efectos pueden atribuirse al efecto antimetan6geno asociado a los
taninos condensados (Sanchez et al., 2018; Bhatta et al., 2009). la reduccion de la
emisién de CH,4 podria incrementar potencialmente el aumento de peso corporal y
la produccion de leche en rumiantes (Nkrumah et al., 2006). Es sorprendente que
a pesar de la disminucion lineal en la produccion de H,, hubo un aumento lineal en
el tiempo de retardo de H; a concentraciones de TC mas bajas mientras que a
concentraciones mas altas se redujo el tiempo de retardo. Se desconoce la razén
de esto. En &reas tropicales caracterizadas con una dieta de forrajes de baja
calidad, que apoya una mayor produccion de GEl, la inclusion de C. coriaria CT en

la dieta de concentrado o la siembra en un campo de pastoreo en un sistema
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silvopastoril podria ayudar a reducir las emisiones de GEI en pequefios rumiantes.
Ademas de su potencial como antimetanogénico, la capacidad de fijacion de
nitrogeno de esta planta muestra que se puede agregar sembrada en el campo y
ayudar a fijar el nitrégeno en el suelo. Ademas, la naturaleza arbdrea de esta
planta muestra que puede proporcionar sombra a los animales en el sistema

silvopastoril para ayudar a reducir el estrés por calor en los animales en pastoreo.
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XI. CONCLUSION

La inclusion de taninos condensados (TC) de C. coriaria en diferentes dosis tuvo
un efecto variable sobre la produccion de gas. Desde el punto de vista ambiental,
cuanto mayor sea la inclusion de TC, menores seran los gases de efecto
invernadero producidos. Pero nutricionalmente, aumentar el nivel de TC mejora la
produccion de gas, hasta cierto punto antes de disminuir la produccion de biogas.
Por lo tanto, la nutricion animal no se trata solo de reducir las emisiones de GEl,
sino también de una digestion eficiente de los alimentos. Desde una perspectiva
equilibrada, la inclusion de CT3.0 parece ser ecoldgica y nutricionalmente

eficiente.
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