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SUMMARY
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El metano es un gas de efecto invernadero que confribuye potencialmente al cambio climdtico. Los
rumiantes, debido a las caracteristicas de su sistema digestivo, son capaces de digerir la fibra mediante
el proceso de fermentacién ruminal, en el cudl se generan gases como el metano. Los polifenoles
presentan capacidad para inhibir la produccién de dicho gas. Estos compuestos estdn presentes en
disfinfas plantas y subproductos agroindustriales, como el orujo de uva, cuya inclusién en la dieta de
corderos podria dar lugar a una disminucién de las emisiones de metano entérico. Por tanto, el objefivo
de esfe estudio, ha sido evaluar la cinética de produccidn de gas, asi cémo la produccién de metano
de 15 variedades de orujos de uva (blancos y tintos), con el fin de seleccionar aquellas variedades que
sean menos mefanogénicas y poder incorporarlas en el pienso de cebo de corderos. Para ello, se ha
empleado la técnica de produccién de gas in vitro en dos periodos de fermentacion diferentes, 18 y
96 horas. Los resuliados obtenidos para la produccion de gas a 18 y 96 horas en los orujos fintos han
sido de 59.77-104.28 ml/g y para los blancos 94.44-173.23 ml/g respecfivamente. En cuanto a la
produccién de metano en orujos tinfos obtuvimos 3.72-6.79 mICH,/g frente a 9.66-26.08 mICH,/g
producidos por los orujos blancos. Por tanto, se observa un mayor potencial inhibidor de la produccién
de gas y metano por parte del grupo de orujos tintos frente al de los orujos blancos.
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Methane is a greenhouse gas that potentially contributes to climate change. The characterisfics of
the digestive system of ruminants enable them fo digest fibre by ruminal fermentation, generafing gases
such as methane. Polyphencls have the ahility to inhibit the production of this gas. These compounds are
available in different plants and agroindustrial by-products, such as grape pomaces, whose inclusion in
diet of lambs could cause a decrease in enteric methane emissions. Therefore, the aim of this study was
to evaluate the kinetics of gas production, as well as the production of methane from 15 variefies of grape
pomace (white and red), in order to select those varieties with less methanogenic characterisfics and include
them in lamb feed. To this purpose, the in vitro gas producfion technique has been used in two different
fermentation periods, 18 and 96 hours. The results obtained for gas production at 18 and 96 hours in red
pomaces were 59.77-104.28 ml/g and for white pomace 94.44-173.23 ml/g respectively. In terms of
methane production in red pomaces we obtained 3.72-6.79 mICH,/g compared to 9.66-26.08 mICH, /g
produced by white pomaces.
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INTRODUCCION

La reduccién de los gases de efecto invernadero
(GEI) es un requisito internacional en la actualidad,
debido a que han sido reconocidos como responsa-
bles significativos del calentamiento global del planeta
(Ramanathan & Feng 2009). Dentro de este grupo de
gases, encontramos el metano (CH,), que presenta un
potencial de calentamiento 25 veces mayor al diéxido
de carbono (CO,) (IPCC, 2007). Segtn informes de la

FAO (Steinfeld et al. 2006) los rumiantes, son respon-
sables del 30% de las emisiones de CH, asociadas a la
produccién de alimento de origen animal. E1 CH, es un
subproducto de la fermentacién de la materia organica
en el rumen y es responsable de la pérdida de entre
2-12% de la energia bruta proporcionada por la dieta
(Hristov et al. 2015; Moumen et al. 2016). Este gas, es
resultante de la fermentacién anaerobia de un complejo
sistema simbidtico entre bacterias, hongos y protozoos,
capaces de digerir el material fibroso y convertirlo en
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acidos grasos volatiles (AGV), gases de fermentacion y
calor (Alejos et al. 2018). El exceso de H, generado en la
conversion de glucosa a AGV y el CO, producido por
la descarboxilacién de metabolitos durante la fermen-
tacion, son utilizados como sustratos por las arqueas
y protozoos, para transformarlos en CH, (Hook et al.
2010; Alayon et al. 2018).

Existen planteadas distintas estrategias para la miti-
gacion de la produccién de CH, ruminal, entre ellas, la
incorporacion de aditivos quimicos en la alimentacién
del ganado, sin embargo, esta medida se ve limitada
por la posible aparicion de residuos en productos de
origen animal para consumo humano, lo cual, lleva
a ciertas restricciones legales como la retirada del uso
de antibidticos, entre ellos la monensina, en la Unién
Europea desde enero de 2006 (EC 2003). Por ello, exis-
te una continua btisqueda de compuestos bioactivos
naturales, como alternativa al uso de quimicos. Estos
compuestos estan presentes en plantas y subproductos
agroindustriales, como es el caso de los taninos, perte-
necientes al grupo de los polifenoles. Estos, presentan
capacidad inhibitoria sobre la producciéon del CH, a
nivel ruminal, debido a sus propiedades antimicrobia-
nas (Patra & Saxena 2010; Broucek 2018), ya que acttian
sobre la pared celular y los enzimas extracelulares,
inhibiendo el transporte de nutrientes y dificultando el
crecimiento microbiano (McSweeney et al. 2001).

Dentro del grupo de subproductos agroindustria-
les destaca el orujo de uva, resultante del proceso de
elaboracién de diferentes vinos y caracterizado por
presentar un alto contenido en polifenoles (Peixoto et
al. 2018). Su inclusién en la dieta de corderos supondria
un sistema sinérgico entre agricultura y ganaderia,
disminuyendo por una parte, el exceso de biomasa
generado por la industria vitivinicola y, por otra par-
te, reduciendo la emision de GEI procedente de los
rumiantes, en concreto de CH, ruminal, dando lugar
a una produccién de corderos mas sostenible y respe-
tuosa con el medio ambiente.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar
15 variedades de orujo de uva (blancos y tintos), de las
cuales, se realiz6 un estudio de la produccién de CH,
y gas total tras 18 horas de fermentacion, asi como, un
estudio de la cinética de produccién de gas y la pro-
duccion de CH, tras 96 horas de fermentacién in vitro
en un sistema de jeringas, con la finalidad de determi-
nar la influencia varietal (blanca y tinta) sobre estos
parametros y detectar variedades con mayor potencial
antimetanogénico. El objetivo tltimo es incorporar es-
tas variedades en el concentrado de cebo de corderos
para tratar de disminuir la produccién de CH, durante
su crecimiento.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado 15 variedades distintas de orujo de
uva procedentes de la comarca de Almendralejo (Ba-
dajoz, Suroeste de Espafa), 8 tintas y 7 blancas, de la
campanfa 2018. Tras su recepcién en el laboratorio, las
muestras fueron desecadas en estufa para determinar
su contenido en humedad vy facilitar su molienda en
molino ciclénico con tamiz de Tmm (Rescht ZM?200).
Los anélisis se han realizado siguiendo el Reglamento
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CE 152/2009 (EC 2009), para cenizas, materia organica
(M.O), grasa bruta (G.B), proteina bruta (P.B), fibra
bruta (E.B), fibra neutro detergente (FN.D) y fibra acido
detergente (FA.D).

El proceso de fermentacién in vitro ha seguido ba-
sicamente la técnica propuesta por Menke et al. (1979)
utilizando jeringas de vidrio de 120ml de capacidad
con punta tipo Luer y midiendo el desplazamiento
del émbolo producido por el gas de fermentacién. La
punta Luer se cierra con una valvula de tres vias que
garantiza un cierre hermético y permite acoplar distin-
tos dispositivos de medida.

Como fuente de indéculo para la fermentacion, se
utilizaron heces recogidas directamente del recto de
ovejas (El Shaer, Omed & Chamberlain. 1987) pertene-
cientes a la granja de la Facultad de Veterinaria de Ca-
ceres y finca la Orden-Valdesequera, inmediatamente
antes del inicio del proceso. El procedimiento consta de
los siguientes pasos:

Fabricacién de saliva artificial a partir de cuatro
soluciones (Aghajanzadeh et al. 2015): solucién ma-
cromineral, solucién tampon, solucién reductora y
solucién micromineral.

Para iniciar el proceso de fermentacién depositamos
0,2g de orujo de estudio junto con 30ml de liquido fecal
(mezcla homogénea de heces y saliva artificial) en una
jeringuilla y posteriormente se incuban en una estufa
a una temperatura de 39°C.

En cada ensayo se emplearon dos juegos de 12 jerin-
gas, de las cuales, dos actian de blanco (30ml de liqui-
do fecal), otras dos acttian de testigo (0.2g de cebada
como sustrato fermentador de referencia), las ocho res-
tantes contienen como sustrato fermentador los orujos
de estudio (8/variedad). El proceso de fermentacién se
desarroll6 en dos condiciones temporales diferentes,
por una parte, se midi6 la produccién potencial de gas
y CH, tras 18 horas de incubacién ya que se considera
suficiente para determinar el potencial de degradacién
de un concentrado (Damiran & Yu 2010) y por otra par-
te, las mismas muestras se sometieron a un proceso de
incubacién de 96 horas, anotando el avance del émbolo
alas0,2,4,6,8, 10, 12,24, 48, 72 y 96 horas siguiendo
el protocolo ordinario (El Meadaway et al. 1998; Rasoul
& Amiri 2016), con el fin de estudiar la cinética de pro-
duccién de gases y la formacién de CH, tras 96 horas
de fermentacién. Las curvas de produccion de gas se
modelizaron siguiendo los modelos propuestos por
Orskov & McDonald (1979) p=a + b (1 -e“) y McDo-
nald (1981)p=a + b (1 - ).

La medida de la produccién de CH, se realiz6 al
terminar la prueba de fermentacién a las 18 y 96 ho-
ras, mediante un detector de gases GMI PS211. Este
detector determina el porcentaje de CH, en el gas pro-
ducido utilizando un sistema de circuito cerrado de
gases conducidos a un bote Duran de 250-500ml para
las jeringas incubadas a 18 y 96 horas respectivamente,
expresdndose la concentracién final como ml de CH, /g
de material fermentado.

El posible efecto de la variedad de orujo de uva
(tinto/blanco) sobre la produccién de gas total y CH,
se estudié mediante un analisis prueba de Kruskall-



BARRASO, LOPEZ-PARRA AND RODRIGUEZ

Wallis para establecer las posibles diferencias estadis-
ticamente significativas (p<0.05), para ello se utiliz6 el
programa SPSS (V22). La modelizacién de la cinética
de produccién de gas, se ajusté mediante programa-
cién Solver, en Excel, minimizando la diferencia de
cuadrados entre los datos reales y ajustados al variar
las constantes de la ecuacién (a, b, ¢, tl).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla I se recogen los datos referentes a la
composicion bromatolégica de los orujos de estudio.
Podemos observar que no existen diferencias signi-
ficativas en ninguno de los componentes analizados
para las variedades tintas y blancas. Podriamos definir
nutritivamente este subproducto como fibroso, con un
contenido moderado en proteinas y ligeramente alto
en grasas. Los valores obtenidos para la composicién
quimica de los orujos, se encuentran en el rango de va-
riabilidad descrito por diferentes autores (Baumgértel
et al. 2007; Abarghuei, Rouzbehan & Alipour. 2010;
Moate et al. 2014; Foiklan, Wanapat & Norrapoke.
2016). Esta variabilidad, puede ser debida a que los
componentes que lo forman (hollejo, granilla y pulpa)
no siempre se encuentran en la misma proporcién, de-
bido tanto al procesado de la uva como a la variedad
vegetal utilizada (Deng, Penner & Zhao. 2011). La G.B
es aportada principalmente por la granilla (Marginet
2004). La escasa diferencia entre EN.D y FA.D y el
elevado valor de esta tltima, presupone una baja fer-
mentabilidad de la fraccién fibrosa (McDonald et al.
2010; Van Soest 1967).

En la Figura 1 y Tabla III se encuentran represen-
tados los valores de produccién de gas tras 96 horas
de fermentacion. Gréficamente se puede observar que

los orujos blancos empiezan a fermentar con mayor
potencia que los tintos y con una produccién mayor de
gas desde el inicio hasta el final del proceso de fermen-
tacion. El mismo comportamiento vemos en fermenta-
ciones a 18 horas (Tabla II). Son los orujos blancos los
que mayor cantidad de gas producen frente a los tintos.

Esta diferencia de produccién de gas entre orujos
blancos y tintos puede ser debido a una mayor pre-
sencia de carbohidratos facilmente fermentables en
los orujos blancos, ya que, en la elaboracién de vinos
blancos, no se lleva a cabo el proceso de maceracién,
por tanto, el orujo es retirado tras el prensado o estru-
jado, conservando un mayor nivel de fructosa (Deng,
Penner & Zhao 2011). De acuerdo con Torres-Salado
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Figura 1. Produccion de gas (ml/g) tras 96 horas de fer-
mentacion (Gas production (ml/g) after 96 hours of fermentation).

Tabla I. Composicién quimica de los orujos de estudio, expresado en g/kg materia seca (Chemical composition of

study orujos, expressed in g/kg dry matter).

VARIEDAD EST. M.O G.B
P 0.560 0.173
OR.B Med 926.7 66.6
D.T 6.9 17.4
c.v 0.75 26.15
Max. 935.6 91.2
Min. 916.4 48.2
OR.T Med 928.6 54.6
D.T 5.2 14.4
CcVv 0.005 0.26
Max. 936.0 75.0
Min. 922.5 32
TODOS Med 927.6 61
D.T 6.1 16.7
(oA 0.006 0.27
Max. 936 91.2
Min. 916.4 32.0

P.B F.B F.N.D FAD
0.307 0.055 0.222 0.424
112.4 266 541.7 468.2

4.9 32.9 56 42
4.40 12.35 10.35 8.97
118.4 309.9 610.3 508.5
105.3 205.1 462.6 404.6
105.7 236.5 498.7 4447
17.0 17.7 73.8 67.4
0.16 0.07 0.14 0.15
132.5 259 654.1 587.2
81.7 203.8 440.9 381.4
109.3 25622 521.6 457.3
12.2 30.1 66.3 54.5
0.1 0.1 0.12 0.1
132.5 309.9 654.1 587.2
81.7 203.8 440.9 381.4

EST: estadisticos; M.O: materia organica; G.B: grasa bruta; P.B: proteina bruta; F.B: fibra bruta; F.N.D: fibra neutro detergente; F.A.D: fibra
acido detergente; OR.B: orujos variedad blanca; OR.T: orujos variedad tinta; P: p valor; MED: media; D.T: desviacion tipica; C.V: coeficiente

de variacion; MAX: maximo; MIN: minimo.
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et al. (2018) en un proceso fermentativo, primero se
fermentan los azticares solubles, seguidos por polisaca-
ridos de pared celular y, en dltimo lugar, polisacaridos
de pared lignificados. Esta hipétesis puede ser avalada
por los resultados obtenidos para el pardmetro “t/” de
la ecuacién de McDonald (1981) (Tabla IV), el cual,
hace referencia al tiempo de retraso del inicio de la fer-
mentacion, que a su vez varia en funcién del sustrato
degradado y la presencia de carbohidratos solubles,
(Coblentz et al. 2013). Teniendo esto en cuenta y viendo
los resultados de nuestro estudio, observamos que los
orujos blancos presentan un valor de “t” significati-
vamente mas bajo que los orujos tintos. Russo et al.
(2017), estudiaron la produccién de gas de diferentes
variedades de orujos de uva (tintos y blancos), obtu-
vieron resultados acordes con los nuestros, siendo los
orujos tintos los que menor cantidad de gas producian
frente a los blancos.

Las diferencias en cuanto a la produccién de gas
encontrada por los diferentes autores para el orujo de
uva, pueden ser debido a que los componentes que
lo conforman no siempre se encuentran en la misma
proporcién, cada uno de ellos presenta diferencias en
cuanto al contenido en fibra y perfil lipidico, influyen-
do directamente sobre las propiedades fermentativas,
y por tanto, alterando de un modo u otro la produccién
de gas y CH, en funcién de la cantidad presente de
cada componente (Russo et al. 2017).

Ademads de la diferente composicion quimica del
orujo, otra causa puede asociarse a la presencia de ta-
ninos que inhiben la fermentacién. Los orujos blancos
no tienen transferencia al mosto de taninos por falta de
fermentacion conjunta con los hollejos (Gomez et al.
2007) lo que haria pensar en una mayor repercusioén so-
bre la fermentacion, a pesar de ello, los mayores niveles
de polifenoles totales de las variedades tintas tanto en
uvas (Gougoulias et al. 2018) como en orujo (Sagdic et
al. 2011) hace que tengan una mayor actividad antimi-
crobiana (Kiraly et al. 2009).

En cuanto a los valores de produccién de CH, me-
didos a 18 y 96 horas quedan recogidos en la Tabla II
y III respectivamente, podemos observar diferencias
estadisticamente significativas (p<0.0001), siendo los
orujos tintos los que menor cantidad de CH, producen
en ambos casos.

Nuestros resultados difieren de los encontrados por
Russo et al. (2017) quienes no encuentran diferencias
en la produccién de CH, en funcién del tipo de orujo
utilizado. Sin embargo, estdn en linea con los descritos

Tabla II. Produccién de gas (ml/g) y CH,(mICH,/g)

tras 18 horas de fermentacion (Gas production (ml/g) and
CHa (mICH4/g) after 18 hours of fermentation).

OR.B OR.T
Med D.T Med D.T P
P.G 18h 94.44 17.12 59.77 25.01 <0.0001

CH,-18h 9,66 2,87 3,72 1,47 <0.0001

OR.B: orujos variedad blanca; OR.T: orujos variedad tinta; MED:
media; D.T: desviacién tipica; P: p valor; P.G: produccion de gas.
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por Jayanegara, Leiber & Kreuzer (2012) quienes en
un meta-analysis de los resultados publicados sobre
rumiantes, observan un claro efecto antimetanogénico
en funcién del nivel de taninos del alimento.

Dicho efecto puede ser debido bien a la concentra-
cién de polifenoles presentes en el mismo o bien a la
naturaleza de los mismos (Patra et al. 2017). A ello hay
que anadir el efecto maceracion, en el caso de las uvas
tintas, con transferencia de polifenoles al vino (Lingua
et al. 2016), por lo que se evidencia un efecto cualitativo
intrinseco, vinculado a las uvas tintas.

La modelizacién de la produccién de gas se reali-
z6 siguiendo los modelos propuestos por Orskov &
McDonald (1979) y McDonald (1981). Los resultados
encontrados para los parametros de ambas ecuaciones
se recogen en la Tabla IV.

El valor de “a” se encuentra vinculado a la fraccion
inmediatamente degradable del alimento (Orskov &

Tabla III. Producciéon de gas (ml/g) y CH,

(mICH,/g) tras 96 horas de fermentacién (Gas pro-
duction (ml/g) and CHa4 (mICH./g) after 96 hours of fermentation).

OR.B OR.T

Med D.T Med D.T P
P.G 2h 0 0 0 0 n.s
P.G 4h 0 0 0 0 n.s
P.G 6h 29.80 22.37 7.35 11.18  <0.0001
P.G 8h 48.07 31.20 9.24 12.37  <0.0001
P.G 10h 54.33 29.12 17.10 12.55 <0.0001
P.G 12h 63.18 26.44 23.73 11.02  <0.0001
P.G 24h 122.53 36.34 57.84 12.08  <0.0001
P.G 48h 154.65 33.67 87.63 16.87  <0.0001
P.G 72h 167.64 32.70 97.94 14.90 <0.0001
P.G 96h 173.23 32.69 104.28 12.70 <0.0001
CH,-96h 26.08 8.35 6.79 1.77  <0.0001

OR.B: orujos variedad blanca; OR.T: orujos variedad tinta; MED:
media; D.T: desviacién tipica; P: p valor; P.G: produccion de gas.
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Figura 2. Modelizacién de produccion de gas Orskov
& McDonald (1979) y Mc]gonald (1981) para orujos
blancos (Modelling of gas production Orskov & McDonald (1979,)
and McDonald (1981) for white orbs).
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Tabla IV. Modelizacién de la produccion de gas, parametros de la ecuacién de Orskov & McDonald (1979) y
McDonald (1981) (Modelling gas production, parameters of the Orskov & McDonald equation (1979) and McDonald (1981).

Orskov y McDonald (1979)

a b c

P <0.0001 <0.0001 <0.0001

Med -6.45 43.22 0.06
OR.B

D.T 2.09 6.12 0.02

Med -3.27 26.96 0.03
OR.T

D.T 0.77 2.68 0.01

McDonald (1981)

a b [ tl
0.178 <0.0001 <0.0001 <0.0001
-0.85 37.62 0.06 2.54
2.63 5.88 0.02 1.20
-0.13 23.82 0.03 4.03
0.79 2.34 0.01 1.57

A: fraccion soluble o degradable a tiempo O; b: fraccion insoluble pero potencialmente degradable; c: velocidad o tasa de degradacion; tl:
tiempo de colonizacion; P: p valor; MED: media; D.T: desviacion tipica; OR.B: orujos variedad blanca; OR.T: orujos variedad tinta.

McDonald, 1970), presenta un valor negativo en ambas
ecuaciones y para ambos orujos, al faltar la restriccién
de no negatividad en la resolucién del problema. Un
comportamiento similar en el ajuste de las ecuaciones
ha sido indicado por otros autores que trabajan con
pastos de baja calidad y ricos en polifenoles (Kazahaal
et al. 1994) y seria indicativo de una dificultad en el
inicio del proceso fermentativo, estos resultados estan
acordes con la dindmica real observada, puesto que
hasta las 6 horas no se observa produccién de gas (Fi-
guras 2y 3, Tabla II).

"

El pardmetro “c”, es un coeficiente de degradabi-
lidad intrinseco o caracteristico de cada material. En
nuestro caso, encontramos el mismo valor del para-
metro para ambas ecuaciones. Siendo superior en el
caso del orujo blanco, probablemente debido a la pre-
sencia de un mayor nivel de carbohidratos no fibrosos
y més fermentables (Basalan et al. 2011). Estos valores
se aproximan a lo publicado por Alipour & Rouzbehan
(2007) para subproducto de uvas, y esta acorde con el
resultado real, al ser el orujo blanco més activo en la
produccioén de gas.

Las Figuras 2 y 3 muestran los valores de cinética
de produccion de gas a partir de las ecuaciones pro-
puestas, para orujos blancos y tintos respectivamente.
En general, el modelo presenta una tendencia creciente

22 | — MeDR0.943
20 | — OMeDRZ0910 AL
* Real .

Produccion de gas (ml/g)
3

2 4 6 ] 10 12 24 48 72 96
Horas

Figura 3. Modelizacion de la produccién de gas Or-
skov & McDonald (1979) y McDonald (1981) para
orujos tintos (Modeliing the production of Orskov & McDonald (1979) and
McDonald (1981) gas for red orbs).

hasta las 48 horas de fermentacién, a partir de la cual,
presenta un comportamiento asintético. Ambos mo-
delos presentan un ajuste similar siendo en el caso de
los orujos tintos el modelo de McDonald el que mejor
se ajusta. El valor final de gas acumulado se asemeja
al valor determinado de manera experimental, siendo
précticamente igual en el caso de los orujos tintos.

En relacién al valor nutritivo, Tobias et al. (2010)
realizaron un anélisis de distintos vegetales, obtenien-
do valores de produccién de gas para el tomate, jengi-
bre y espinaca similares a los obtenidos para los orujos
de estudio (Figuras 2 y 3), lo cual, es indicativo de un
potencial nutritivo similar para estos productos.

CONCLUSION

A vista de los resultados obtenidos, podemos con-
cluir que los orujos tintos presentan un potencial de in-
hibicién de produccién de gas y CH,, in vitro, superior
a la de los orujos blancos.
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