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RESUMEN

La produccion animal es esencial para satisfacer las demandas de proteina de alta calidad
de una poblacion creciente. Sin embargo, las emisiones de metano (CHa4) y el 6xido nitroso
(N20) generadas en varias etapas del proceso productivo, reducen la eficiencia energética
y son perjudiciales para el medio ambiente. Los subproductos agroindustriales como el
orujo de uva son una fuente alternativa de fibra, proteinas y lipidos de alta digestibilidad
con potencial para la alimentacion animal, ademas de ser fuente de compuestos bioactivos,
como polifenoles y grasas, que pueden ejercer efectos positivos en el rendimiento
productivo, la composicion nutricional de los productos finales, la excrecion de nitrégeno
y las emisiones de CHa. Se realizaron seis estudios con el objetivo de evaluar los efectos
de uso del OU Pais y de un extracto polifendlico estandarizado de orujo de uva (OU) Pais,
en dietas para rumiantes utilizando los sistemas de fermentacién in vitro discontinuo
(batch) y semicontinuo (Rusitec). EI primer estudio evaluo los efectos de las condiciones
de secado (liofilizacion y secado en horno a 40°C durante 72 h y 60°C durante 48 h) sobre
el contenido de compuestos bioactivos, la capacidad antioxidante y la composicion
quimica del OU Pais. Posteriormente se utilizé un sistema de fermentacion in vitro (batch)
para evaluar los parametros de fermentacién ruminal y el potencial de mitigacion de CHa
del OU Pais bajo distintas condiciones de secado. El secado en horno a 60°C durante 48 h
de OU Pais retuvo el mayor contenido de proantocianidinas (68.9 mg de catequina
equivalente/g de materia seca [MS]), y menores contenidos de cenizas, extracto etéreo y

carbohidratos no fibrosos. Las muestras secadas en estas condiciones generaron una
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menor produccién y rendimiento de CHys, indicando que estas condiciones de secado
permiten conservar el valor nutricional del OU Pais (contenidos de compuestos fendlicos,
grasa y fibra), prolongar su vida util y, su uso como ingrediente en la alimentacién de
rumiantes. En el segundo estudio se determinaron las condiciones optimas de extraccion
asistida por microondas (EAM) para obtener un extracto polifendlico estandarizado de
OU Pais. Estableciendo el rendimiento de extraccion, contenidos de polifenoles totales
(CPT), contenidos de proantocianidinas (PA) y capacidad antioxidante, para deteerminar
la eficiencia del proceso de extraccion. En comparacion con la extraccion sélido-liquido
convencional, la EAM incrementd en 59% los CPT, en 60% los PA y en 182% la
capacidad antioxidante de los extractos obtenidos. Los principales compuestos fendlicos
primarios del extracto de OU Pais, identificados por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), fueron &cido gélico, acido cafeico, acido cumarico, quercetina,
naringina, kaempferol, catequina y epicatequina. El perfil lipidico del OU Pais esta
constituido por 17.4% de acidos grasos saturados y 82.3% de &cidos grasos insaturados,
de los cuales el acido graso linoleico el mas abundante (60.4% del total). En el tercer
estudio se evaluaron los efectos de la inclusion de OU Pais a diferentes concentraciones
(0, 10%, 20% MS) en dietas para rumiantes altas (AF) y bajas en forraje (BF) sobre la
produccion de CHa y los parametros de fermentacion ruminal en un cultivo in vitro tipo
batch. La inclusion de OU al 10% y 20% MS redujo las concentraciones de nitrégeno
amoniacal en 48% y 58% respectivamente sin diferencias entre el tipo de dieta. Se registro
una reduccion el porcentaje de CH4 en gas, las concentraciones de CH4 por materia seca

(MS) desaparecida del 14%, por la inclusion de OU al 20% MS, aunque este nivel de
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inclusion generd una reduccion en las concentraciones de acidos grasos volatiles (AGV)
en los dos tipos de dieta. Estos resultados indican que la sustitucion parcial de las fuentes
fibrosas por OU Pais seco, hasta un 20% MS en dietas altas y bajas en forraje tiene el
potencial de reducir la produccién de nitrogeno amoniacal y la produccion y el
rendimiento de CH4, sin embargo, es esperable una reduccion de la desparicion in vitro de
la MS (DIVMS) cuando sustituye fuentes forrajeras de mayor calidad. El cuarto estudio
evaluo los efectos de la inclusion de OU Pais al 20% MS en dietas para rumiantes altas
(AF) y bajas (BF) en forraje, sobre los parametros de fermentacion ruminal, desaparicion
de nutrientes, produccién de CHs y las poblaciones de metandgenos, hongos y principales
bacterias fibroliticas en un sistema de fermentacion Rusitec. En este ensayo se us6 OU
Pais para sustituir parcialmente el heno mixto en la dieta AF, y totalmente el ensilaje de
maiz en la dieta BF. Los resultados de este estudio indican que la inclusion de OU Pais
20% MS puede reducir la degradacion de la proteina, la produccion de nitrogeno
amoniacal y las emisiones de CHa, en dietas altas en forraje sin comprometer la digestion
de nutrientes, pero su inclusion en dietas bajas en forraje puede reducir la DIVMS y la
desaparicion de fibra, por efectos sobre las poblaciones fibroliticas presentes en el cultivo.
Este estudio permitio determinar que la inclusién de OU Pais reduce las poblaciones de
metanogenos presentes en las fracciones sélidas y liquidas de cultivo y modifica las

poblaciones de microorganismos fibroliticos sin afectar su funcionalidad.

El quinto estudio evaluo los efectos de dosis crecientes (0, 0.7, 1.4 y 2.1% MS) de un

extracto polifendlico estandarizado de orujo de uva Pais (EOU) sobre los parametros de
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fermentacion ruminal, desaparicion de nutrientes, produccion de CHas y las poblaciones
de metandgenos, hongos y principales bacterias fibroliticas de una dieta alta en forraje
(AF) en un sistema de fermentacion semicontinuo Rusitec. La inclusion del EOU a la dieta
no afectd la DIVMS, la produccion de gas, la produccion total de AGV, o la produccion
de acido acético, pero incremento la desaparicion in vitro de la fibra detergente neutro
(FDN), y redujo la desaparicion in vitro de la proteina cruda (PC), la produccion diaria de
nitrogeno amoniacal (N-NHs) y la proporcion molar de los acidos grasos de cadena
ramificada (AGCR; iso-valerato + iso-butirato). La inclusién de EOU hasta 2.1% MS en una
dieta AF redujo la produccion y el rendimiento de CHa4 hasta un 30%, redujo las
poblaciones de metandgenos totales y las poblaciones de Fibrobacter succinogenes, una
de las principales bacterias celuloliticas del rumen, sin embargo, las poblaciones de
Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens y de hongos se incrementaron por efecto
del EQU. El sexto estudio evalud los efectos de un extracto polifendlico de OU Pais solo
(2.1% MS) o en combinacion con aceite de OU en dosis crecientes (2.5% y 5% MS) en
una dieta AF sobre los pardmetros de fermentacion, la produccion de CHs y las
poblaciones microbianas, en condiciones in vitro en un sistema de fermentacion tipo
batch. La inclusion de aceite de OU redujo la DIVMS, pero no las concentraciones de
AGYV totales, e incrementd en 18% la proporcion molar de propionato. Una reduccién en
la concentracion de N-NHs en 29% y las concentraciones molares de AGCR en 18% por
efecto del extracto de OU, pero no hubo efectos por el aceite de OU. La produccién de
CHa fue reducida en 31% y el rendimiento de CHa en 34% por efecto de la interaccion

ente el extracto de OU y el aceite de OU cuando se evalu6 la dosis maxima de aceite de
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OU (5% MS). Las poblaciones de metandgenos fueron reducidas por la interaccion entre
el extracto de OU y el aceite de OU. Las poblaciones de Butyribvibrio fibrisolvens se
incrementaron por efecto de la interaccion entre el extracto de OU y del aceite de OU. De
acuerdo con estos resultados es posible concluir que el extracto polifendlico de OU Pais
posee un mayor potencial antimetanogénico que el aceite de OU o su combinacion,
ademas no afecta la fermentacion ruminal, y posee un gran potencial para reducir la

proteolisis ruminal.

Los resultados indican que el secado en horno a 60°C durante 48 horas permite conservar
el valor nutricional del OU Pais (compuestos fendlicos, grasa y fibra), prolongar su vida
atil y su uso como ingrediente en dietas para rumiantes. EI OU Pais puede ser incluido en
dietas de rumiantes en sustitucion parcial de fuentes forrajeras de calidad media, sin
afectar la fermentacion ruminal, y con efectos positivos como la reduccion en la
produccion de N-NHs y la produccion de CHa por MS incubada y desaparecida. Su
inclusion modifica la estructura de las poblaciones microbianas del rumen, sin perjudicar
la diversidad microbiana, la DIVMS, o la produccion de gas. Estos resultados indican que
los efectos del OU Pais y su extracto polifendlico sobre la produccién y rendimiento de
CHa son resultado de un efecto directo de los polifenoles y los taninos condensados (TC),
asi como del aceite de OU Pais sobre los microorganismos involucrados en la

metanogénesis.
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INTRODUCCION GENERAL

La demanda mundial de alimentos y particularmente de productos animales,
continuard aumentando en las préximas décadas impulsada por el crecimiento de la
poblacion humana. De acuerdo con proyecciones de la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, la demanda de productos carnicos para el
afio 2030 se incrementard en 14% respecto a la produccion del afio 2020, por lo cual se
espera un crecimiento de 5.9% y 15.7% en la disponibilidad de carne bovina y ovina
(OECD/FAO 2021). Laindustria animal se enfrenta a los retos contradictorios de producir
mas, con menor uso de recursos, adaptarse y contrarrestar el cambio climatico (CC). La
produccién de carne fue responsable del 54% del total de las emisiones de gases de efecto
invernadero (GEI) de la agricultura durante el periodo 2018-2020 (OECD/FAQO 2021),
adicionalmente, los rumiantes contribuyen a la huella ambiental de la agricultura mediante
la generacion del 18% del CH4 atmosférico (Xu et al. 2021) y del 32% de las emisiones
de 6xido nitroso (N20) (Uwizeye et al. 2020). EI 88% del CH4 aportado por los rumiantes
proviene de la fermentacion entérica. Para impedir el incremento de la temperatura global
en 1,5 °C, las emisiones de CH4 entérico deberan reducirse entre el 11y el 30% en el afio
2030, y entre el 24 y 47% en 2050, comparado con las emisiones de 2010 (Arndt et al.
2022). El CHa4 entérico ademas de las implicaciones ambientales, representa pérdidas entre
el 2y el 12 % de la energia bruta (EB) ingerida por el animal (Johnson y Johnson, 1995),

porcentaje que depende de factores, como la ingesta de alimento, la proporcién de



concentrado y forraje y el nivel de grasa de la dieta. Este panorama define como reto actual
de la ganaderia la reduccion de las pérdidas de energia por emisiones de CH4 entérico y
el incremento de la productividad animal para alcanzar las demandas de carne y leche de

una sociedad creciente.

Madltiples medidas han sido propuestas para reducir las emisiones de CHs, algunas
radicales como la reduccién del consumo de carne con la consiguiente reduccién de la
poblacion de rumiantes, medida que tiene un futuro incierto de acuerdo con la creciente
demanda de carnes rojas por el aumento de la poblacion y el incremento en la capacidad
de compra de paises en desarrollo (FAO, 2017). En general, las estrategias de reduccién
de las emisiones se clasifican en tres grupos: manejo de los animales y de los alimentos,
formulacion de dietas, y manipulacién del rumen. Si bien se ha establecido que el
incremento en la calidad del alimento, la disminucién en la madurez de los forrajes y la
reduccion en la relacion forraje-concentrado en la dieta, son eficaces para reducir las
emisiones de CHg4, alcanzando reducciones promedio en el rendimiento del 12%. El uso
de inhibidores de la metanogénesis como forrajes ricos en taninos y el uso de aceites y
grasas genera reducciones en el rendimiento de CHa del 17% y de las emisiones diarias
del 21% (Arndt et al. 2022). La manipulacion de los sistemas de alimentacion y el uso de
suplementos nutricionales en rumiantes pueden modular los procesos digestivos,
reduciendo la produccién de CHa4, incrementando la eficiencia energética y el rendimiento
de los animales (Min et al. 2020), adicionalmente, se ha demostrado que, en rumiantes, el
uso de estrategias nutricionales es una poderosa herramienta para mejorar el metabolismo

y reducir las emisiones de N2 (Tan et al. 2021).



Ademés de las implicaciones en la generacion de GEI, la amenaza sobre los
sistemas alimentarios y la seguridad alimentaria mundial por el CC, la limitada
disponibilidad de recursos para incrementar la productividad y la creciente competencia
entre humanos y animales por cereales y oleaginosas ha conllevado a considerar la
busqueda de nuevos ingredientes, especialmente de alimentos no convencionales, que
puedan ser utilizados en la industria de la produccion animal. Grandes cantidades de
biomasa residual como subproductos del sistema agroalimentario son generados
anualmente, los cuales pueden representar hasta el 50% de la produccion (Kasapidou et
al. 2015), que podrian ser usados como materias primas para alimentacion animal. El uso
adecuado de subproductos agricolas y agroalimentarios puede constituir una alternativa
valiosa a los sistemas de alimentacion animal, especialmente cuando estos ademas poseen
potencial para reducir las emisiones de GEI y reducir costos de produccién. Ademas, la
suplementacion dietética con productos o subproductos ricos en lipidos y metabolitos
secundarios como polifenoles (PP) y taninos condensados (TC) no solo son Utiles para
reducir las emisiones de CH4; también son estrategias prometedoras para incrementar la
calidad del producto final, alterar la excrecion de nitrégeno, y generar efectos benéficos
sobre la salud de los animales (Vasta et al. 2019). Su uso en la alimentacion animal puede
afiadir valor a los subproductos agricolas generando beneficios econémicos y reduciendo
la eliminacion de estos en el ambiente (Ayoo et al. 2020). Sin embargo, la amplia
variabilidad del valor alimentario de los subproductos agricolas y alimentarios es una

limitante para su uso de forma masiva (Kasapidou et al. 2015).



El orujo de uva (OU) es un residuo de la vinificacion que en paises productores de
vino ha sido incorporado a la alimentacion animal, contiene cantidades significativas de
acidos grasos (AG) y metabolitos secundarios (Hixson et al. 2016), potencialmente
benéficos para la salud animal, la productividad y la calidad del producto final.
Adicionalmente, se ha indicado su potencial para reducir las emisiones de CH4 (Moate et
al. 2020) y la excrecidon de nitrogeno (Vinyard et al. 2021). La cepa ancestral Pais (Vitis
vinifera L.), la cuarta mas plantada en Chile (SAG, 2019), es conocida por su rusticidad,
resistencia a plagas y contenidos de proantocianidinas (PA) superiores a los de variedades
mas ampliamente utilizadas en la industria vinicola (Godoy et al, 2012), caracteristica que
la hace interesante para la industria de bioprocesos. La industria del vino enfrenta el reto

de reducir los impactos ambientales derivados de la disposicion del OU.

Grandes cantidades son producidas anualmente, las cuales constituyen un
importante problema de manejo y costos para el sector vinicola (Beres et al. 2017). Se han
propuesto alternativas para su manejo que generan escaso valor agregado y se orientan
particularmente al compostaje y su uso como enmienda para los cultivos. La informacion
sobre el valor nutricional de los diversos tipos de OU disponibles en cantidades crecientes
en Chile es limitada. Se ha demostrado que el uso de OU en la alimentacién animal puede
constituir una alternativa productiva, economica y ambientalmente viable (Moate et al.
2014; Caetano et al. 2019; Moate et al. 2020; Tayengwa et al. 2021). La evaluacion del
potencial de uso del OU variedad Pais como ingrediente o aprovechando su contenido

polifenélico como aditivo en la alimentacion de rumiantes permitiria proponer una



estrategia de manejo de un subproducto agroindustrial que actualmente constituye un
contaminante ambiental, incrementar la rentabilidad de la produccién de rumiantes, y

reducir los impactos ambientales de la produccion ganadera.

Esta tesis aborda la exploracion de alternativas de uso de residuos industriales que
reduzcan los impactos ambientales e incrementen la sostenibilidad de la produccion
ganadera. En este sentido, considerando las ventajas previamente descritas del uso de OU
en la alimentacién de rumiantes, las potencialidades nutracedticas de la uva Pais (Capitulo
1) y su disponibilidad en la region de Nuble, aborda como interrogante inicial los efectos
del uso de OU Pais seco sobre la fermentacion ruminal, las emisiones de CHs y las
poblaciones microbianas ruminales. Para responder a este interrogante. EI primer estudio
(Capitulo 2) cubrié un vacio de informacién sobre la composicion quimica, el perfil
lipidico, el perfil de compuestos fendlicos y parametros de fermentacion ruminal del OU
Pais sometido a diferentes condiciones de secado, con el fin de establecer una estrategia
de conservacion de este recurso. Este estudio incluyé la identificacion de las condiciones
optimas de extraccion asistida por microondas para la generacion de un extracto
polifendlico estandarizado de OU Pais con potencial para la industria de aditivos animales.
Considerando la composicién quimica y de metabolitos secundarios del OU Pais
obtenidos en el estudio 1, el estudio 2 (Capitulo 3) fue disefiado para responder a
interrogantes sobre los ingredientes alimenticios que el OU Pais pudiera sustituir, si el
contenido la relacion forraje-concentrado de la dieta representaria un factor que generaria

efectos diferenciados en los pardmetros de fermentacién ruminal y la produccion de CHa,



y cual seria el nivel maximo de inclusion de OU Pais en la dieta. Un estudio en un sistema
de fermentacion discontinuo (batch) fue disefiado para establecer la concentracién
méaxima de inclusion de OU Pais, y los efectos sobre los parametros de fermentacion
ruminal y produccion de CHa segun el tipo de dieta. Un estudio en Rusitec fue disefiado
para conocer la magnitud de reducciones en las emisiones de CH4 cuando OU Pais
sustituye parcial algunas fuentes fibrosas de la dieta, sus efectos sobre la desaparicion de
nutrientes, y las poblaciones microbianas de interés. Considerando que se ha demostrado
la utilidad de extractos polifendlicos para reducir las emisiones de CHs y a fin de
identificar una concentracion viable y sus efectos sobre sobre la fermentacién ruminal,
desaparicion de nutrientes, la produccion de CHa y las poblaciones microbianas se disefio
un estudio en Rusitec usando dosis crecientes del extracto polifenélico estandarizado de
OU Pais (EOU) obtenido, en una dieta alta en forraje. Dado que la magnitud en la
reduccion de CH4 no difirio sustancialmente en los estudios realizados en Rusitec con OU
Pais y con extracto, surgio el interrogante si estas reducciones son resultado del efecto de
los polifenoles o el aceite presente en el OU. Por lo cual se disefié un estudio en el cual se
evaluo el efecto combinado del EOU y aceite de OU sobre los parametros de fermentacion
ruminal, produccion de CH4 y poblaciones microbianas del rumen, en un sistema de

fermentacion semicontinuo (batch). La Figura 1.1 presenta la estructura de esta tesis.
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Figura 1.1. Estructura de esta tesis

OBJETIVO GENERAL



Evaluar los efectos del uso del OU Pais y de un extracto polifendlico estandarizado

de OU sobre la fermentacion ruminal, producciéon de CH4 y poblaciones microbianas en

dietas para rumiantes en condiciones in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la composicion quimica, perfiles lipidico y fendlico del OU Pais, asi
como sus pardmetros de fermentacion ruminal, produccion de gas y CH4 durante la

fermentacion in vitro (batch).

Evaluar los efectos de distintas concentraciones de OU Pais en dietas para rumiantes
altas y bajas en forraje sobre la produccién de gas, CHa, parametros de fermentacion
ruminal, digestibilidad de nutrientes y poblaciones microbianas en sistemas de

fermentacion in vitro.

Obtener un extracto polifendlico estandarizado a partir de OU Pais y evaluar sus
efectos sobre la produccién de gas, CHa, parametros de fermentacion ruminal,
digestibilidad de nutrientes y poblaciones microbianas en sistemas de fermentacion in

vitro.



e Identificar los efectos de las fracciones lipidica y polifendlica del OU Pais sobre los

parametros de fermentacion ruminal, poblaciones microbianas en condiciones in vitro.



CAPITULO 1

REVISION DE LITERATURA

1.1INTRODUCCION

El sistema alimentario es un importante promotor de los impactos antropogénicos
sobre el sistema terrestre, siendo la produccién de alimentos de origen animal el principal
responsable de las emisiones de GEI, ademas afecta de manera significativa los ciclos
biogeoquimicos, y ocupa un alto porcentaje del suelo Gtil. Estos impactos son impulsados
sustancialmente por la produccién ganadera. La produccion de alimentos balanceados es
un importante promotor del uso de fertilizantes y uso de tierras de cultivo, incrementando
los impactos ambientales de la produccion ganadera. Pese a esto, el sector ganadero hace
diversos aportes a la sociedad humana garantiza una nutricién adecuada a menor costo,
los sistemas de produccion de rumiantes en pastoreo contribuyen a la salud del suelo, por
incremento del carbono organico y la microbiota del suelo, y ademas incrementan el
secuestro de carbono atmosférico. Asi mismo, la ganaderia contribuye a los medios de
vida de muchos de los pobres del mundo, proporcionando fuerza de tiro, combustibles,

fibras, seguridad econdmica y posicion social (Gaughan et al. 2019).
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La demanda global de alimentos se incrementard en un 45% para el afio 2050
(FAO, 2017) y la de alimentos derivados de la produccién animal en un 70% (Komarek
et al. 2021). En consecuencia, la ganaderia afronta el reto de producir mas alimentos sin
expandir la frontera agricola, adoptar métodos de produccion mas eficientes y sostenibles,
y adaptarse al CC. Si la eficiencia de los alimentos balanceados se mantiene como hasta
hoy, para cubrir esta demanda se requerira de un incremento de alrededor de 7.000
millones de toneladas de materia seca por afio (Kim et al. 2019), lo cual incrementara la
competencia entre humanos y animales por cereales y oleaginosas, con importantes
impactos ambientales, como el incremento en las emisiones de GEI, particularmente CH4
entérico, GEI con potencial de calentamiento global 28 veces superior al CO2, importante
también en el aspecto productivo dado que este representa una pérdida de energia bruta

digerida de hasta el 12% (Johnson y Johnson, 1995).

El oxido nitroso (N20) es un contaminante atmosférico que posee un tiempo de
vida de hasta 150 afios y es el mas potente de los tres principales GEI, con un poder de
calentamiento global casi 300 veces mayor que el CO2 en un horizonte de 100 afios.
Participa directamente en la formacion de contaminantes secundarios (&cido nitrico y
nitrato de amonio, entre otros) y el agotamiento del ozono estratosférico. La ganaderia
influye en los flujos globales de nitrégeno (N) a través de la aplicacion de fertilizantes
nitrogenados sintéticos y estiércol en tierras de cultivo y pastizales, el manejo y

acumulacion de estiércol y el transporte de productos ricos en N como piensos, alimentos
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y estiércol (Sutton et al. 2013). EI amoniaco (NHzs) representa la mayor pérdida de

nitrégeno reactivo de los sistemas de produccion ganadera (Fowler et al. 2013).

La manipulacion de los sistemas de alimentacion y el uso de suplementos
nutricionales en rumiantes pueden modular los procesos digestivos, reduciendo la
produccion de CHa, incrementando la eficiencia energética y el rendimiento de los
animales (Min et al. 2020), adicionalmente, se ha demostrado que en rumiantes, el uso de
estrategias nutricionales es una poderosa herramienta para mejorar el metabolismo y

reducir las emisiones de nitrogeno (Tan et al. 2021).

La amenaza sobre los sistemas alimentarios y la seguridad alimentaria mundial por
el CC, la limitada disponibilidad de recursos para incrementar la productividad y la
competencia entre humanos y animales por cereales y oleaginosas ha conllevado a
considerar la busqueda de nuevos ingredientes, especialmente de alimentos no
convencionales, que puedan ser utilizados en la industria de la produccion animal.
Grandes cantidades de biomasa residual como subproductos del sistema agroalimentario
son generadas, pudiendo representar hasta el 50% de la produccion (Kasapidou et al.
2015). Esta biomasa podria ser usada como materias primas para alimentacion animal. El
uso adecuado de subproductos agricolas puede constituir una alternativa valiosa a los
sistemas de alimentacion animal, especialmente cuando estos ademas poseen potencial
para reducir las emisiones de GEI y reducir costos de produccion. La suplementacion con

productos o subproductos ricos en lipidos y metabolitos secundarios como PPy TC son
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estrategias prometedoras para incrementar la calidad del producto final, alterar la
excrecion de nitrégeno, y reducir las emisiones de CHa del ganado, ademas de generar
efectos benéficos sobre la salud de los animales (Vasta et al. 2019). Su uso en la
alimentacion animal puede afiadir valor a los subproductos agricolas generando beneficios
economicos y reduciendo la eliminacién de estos al ambiente (Ayoo et al. 2020). Sin
embargo, la variabilidad del valor alimentario de los subproductos agricolas y
alimentarios, que depende de muchos aspectos, es una limitante para su uso de forma

masiva (Kasapidou et al. 2015).

El orujo de uva (OU) es un residuo de la vinificacion que tradicionalmente ha sido
incorporado a la alimentacion animal en distintos paises productores de vino, y que en los
altimos afios esta siendo investigado, por contener cantidades significativas de AG y
metabolitos secundarios (polifenoles y flavonoides; Hixson et al. 2016), que pueden
generar beneficios para la salud y productividad del animal, mejorar la calidad de los
productos finales (leche y carne) y reducir el impacto ambiental de las explotaciones
ganaderas al reducir las emisiones de CHs4 (Moate et al. 2014, Moate et al. 2020) y la

excrecion de nitrégeno en la orina (Greenwood et al. 2012; Vinyard et al. 2021).

Chile es el cuarto exportador mundial de vino, alcanzando una produccion total de
cercana a los 1.400 millones de litros en 2021, por lo que la viticultura esta fuertemente
ligada a la economia nacional. La cepa ancestral Pais (V. vinifera L.), también conocida

como Mision o Negra Criolla, variedad de uva tinta es la cuarta mas plantada en el pais
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(SAG, 2019). Sin embargo, su aporte a la produccién de vino es muy bajo, alcanzando
s6lo el 2% de la produccion nacional (SAG 2021). La cepa Pais es conocida por su
rusticidad, resistencia a plagas y su alto contenido de proantocianidinas (PA), que supera
los contenidos reportados para variedades mas cultivadas como Pinot noir y Carmenére
(Godoy et al, 2012), lo que afecta su competitividad en la industria vitivinicola, pero la
hace atractiva para la industria de bioprocesos. La variedad Pais estd especialmente
vinculada a la agricultura familiar minifundista, que recibe una baja rentabilidad por la
actividad, por lo cual una alta proporcion de la cosecha es abandonada en campo sin
generar retorno financiero (Ide et al. 2021). Los impactos ambientales de la disposicién
del OU, constituyen un importante problema de manejo, que afecta en mayor proporcion
a medianos y pequefios productores, quienes ademas de enfrentar una baja rentabilidad,
deben disponer de este residuo a costa del producto final (Beres et al. 2017). En este
contexto, encontrar usos que permitan la valorizacion de este recurso y que incrementen

la rentabilidad es un reto.

Las grandes cantidades de OU que se producen cada afio son acumuladas y
constituyen un problema de costos y gestion ambiental para la industria vinicola. Si bien,
se han propuesto alternativas para su manejo, estas generan escaso valor agregado y se
orientan particularmente al compostaje y su uso como enmienda para los cultivos. La
informacidn sobre el valor nutricional para el uso, de los diversos tipos de OU disponibles
en cantidades crecientes en Chile, es escasa y se limita a variedades comerciales como

Carménere. La cepa Pais dada su disponibilidad y potencial contenido de compuestos
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bioactivos, puede ser un recurso de interés para la alimentacion animal; se ha demostrado
que el uso de OU en la alimentacion animal puede constituir una alternativa productiva,
econdmica y ambientalmente viable (Moate et al. 2014; Caetano et al. 2019; Moate et al.
2020; Tayengwa et al. 2021). La evaluacion del potencial de uso del OU variedad Pais
como ingrediente o aprovechando su contenido de polifendlico como aditivo en la
alimentacion de rumiantes permitiria proponer una estrategia de manejo de un
subproducto agroindustrial que actualmente constituye un contaminante ambiental,
incrementar la rentabilidad de la produccién de rumiantes, y reducir los impactos
ambientales de la produccion ganadera.

El objetivo de esta revision es ofrecer una visién general de los efectos del
potencial de uso del OU en dietas de rumiantes, discutiendo su composicion, efectos sobre
las emisiones de CHa4, la excrecion de nitrégeno, los microorganismos que participan en
la fermentacidn ruminal, asi como los resultados de las principales investigaciones sobre

OU en la alimentacion de rumiantes de los Gltimos 10 afos.

1.2 ORUJO DE UVA

Los desechos de la industria vinicola mundial, constituidos principalmente por
raspones, lias, aguas residuales y OU, son elementos altamente contaminantes debido a la

presencia de compuestos organicos, al pH, la salinidad, contenidos de metales pesados, y
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sus elevados volimenes de produccion en un corto periodo (Beres et al. 2017). A pesar
de ser la practica dominante, la disposicion de OU prensado directamente en suelos de
cultivo puede causar fitotoxicidad debido a sus contenidos de taninos y polifenoles
(Gomez-Brandon et al. 2019), ademés por sus contenidos de materia organica puede
incrementar la demanda biologica de oxigeno del suelo, contaminar aguas subterraneas e
incrementar las emisiones primarias de GEI, particularmente CH4 y N20 (Christ y Burrit,
2013).

El OU representa entre el 10-30% del peso de la uva procesada en la vinificacion
(Muhlack et al. 2018). Se estima que por cada litro de vino se producen 6 kilos de OU,
constituidos por pieles (48%), semillas (25%); y pulpa, tallos y otros componentes (27%)
(Déavila et al. 2017). Los constituyentes primarios del OU son carbohidratos estructurales
(celulosa, hemicelulosa, arabinosa, xilanos y mananos) que constituyen el 30% de la
materia seca, pectina que constituye el 20% materia seca, proteinas, grasas, y compuestos
fendlicos, que van desde moléculas simples como los acidos hidroxicindmico e
hidroxibenzoico hasta moléculas complejas como flavonoides (Castellanos-Gallo et al.
2022). Los contenidos residuales de nutrientes, sus altos voliumenes de produccion y la
creciente preocupacion por los impactos ambientales han generado durante los ultimos
afios una acelerada busqueda de alternativas de uso y valorizacion del OU. Por sus altos
contenidos de carbohidratos estructurales el OU es considerado como fuente alternativa
para la produccion de energia, sin embargo, esta practica conlleva riesgos de incremento
en las emisiones de N20 a la atmosfera (Saha et al. 2020). EI OU es un material con

elevado potencial para la recuperacién de productos como aceite de semilla de uva, etanol,
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tartrato, acido citrico y compuestos fendlicos (Spinei y Oroian, 2021). Los altos
contenidos de compuestos fenolicos, asi como los contenidos de acidos grasos esenciales,
proteinas, tocoferoles y [-caroteno hacen del OU un recurso de gran potencial
nutracéutico para las industrias farmacéutica, alimentaria y de cosméticos (lanni y
Martino, 2020). El creciente interés por el uso de compuestos bioactivos en la
alimentacion de rumiantes ha hecho que la incorporacion de OU en la alimentacion se

convierta en un campo de investigacion atractivo (Babau et al. 2019).

1.2.1. COMPOSICION QUIMICA Y VALOR NUTRICIONAL DEL

ORUJO DE UVA

El OU es una matriz compleja formada por fibra insoluble y soluble, proteinas,
minerales, y compuestos fenolicos, especialmente &cidos fendlicos, flavonoides,
antocianos y procianidinas (Antoni¢ et al. 2020). Su composicion quimica, asi como la
cantidad absoluta y la proporcién relativa de los compuestos fendlicos en el OU presenta
una alta variabilidad y estan condicionadas por factores como la variedad de uva, las
condiciones agroclimaticas, procedimientos de fertilizacion, propiedades del suelo, los
procesos de vinificacion, tipo de vino producido, asi como el tiempo transcurrido en
almacenamiento y los procedimientos de reciclaje (Beres et al. 2017). La amplia
variabilidad en su composicion representa un importante reto para la valorizacion de este

subproducto (Milin¢i¢ et al. 2021). La Tabla 1.1 presenta la composicién proximal del
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OuU tinto, reportada en las principales investigaciones realizadas durante el periodo 2012-
2022. Los contenidos de humedad del OU fresco varian entre el 50-72%, sin importar su
composicién o variedad, lo cual afecta significativamente su utilidad tanto en la industria
como en la alimentacion animal. Estos contenidos de humedad hacen del OU un producto
altamente perecedero y susceptible al desarrollo de microorganismos, por lo cual el
proceso de deshidratacion, manteniendo sus propiedades es esencial para prolongar su
vida util (Carmona-Jiménez et al. 2018). El secado es un proceso critico en el manejo del
OU, pues este puede provocar cambios bioquimicos y degradaciéon de los compuestos
bioactivos, especialmente los polifenoles, afectando a su capacidad antioxidante y valor

bioldgico (Tseng y Zhao, 2012).

En el OU tinto, la fibra es el compuesto predominante. En general, las pectinas son
los principales componentes de la pared celular de la uva, con valores que oscilan entre
37-54% del total de polisacéridos que constituyen esta estructura. El segundo polisacérido
en abundancia en la pared celular es la celulosa (27 - 37%) (Spinei y Oroian, 2021). Los
contenidos de carbohidratos estructurales en el OU presentan una amplia variabilidad, con
rangos para FDN entre el 21% y 70%, para FDA entre 15% y 70%, y para lignina entre
13% y 48%, de la materia seca (MS). El orujo blanco fresco alcanza hasta un 38% MS de
glucosa y fructosa, el OU tinto espumoso entre 18% y 30%, mientras que los vinos tintos
reposados presentan un contenido de glucosa y fructosa en torno al 1% MS (Hixson et al.

2016).
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El OU aunque presenta una baja digestibilidad en comparacion con cereales y

forrajes, y posee una menor energia metabolizable que la paja de trigo o avena, puede ser

atil para sustituir forrajes de calidad media, en épocas de escasez (Muhlack et al. 2018).

La reducida digestibilidad del OU es principalmente resultado de sus altos contenidos de

lignina (Hanusovsky et al. 2020), la cual interactGa con las fracciones de carbohidratos

formando una red supramolecular que impide la ruptura de los enlaces quimicos por los

complejos enzimaticos microbianos del rumen, afectando la fermentacion ruminal.

Tabla 1.1 Composicion quimica de orujo de uva (% de la materia seca).

Parametro Valor Referencia
91.8 Ishida et al. 2015
92.3 Pop et al. 2015
96.7 Winkler et al. 2015
86.6 Mgnso et al. ’2016; Guerra—R’_i\{as et al. 2017;
Gomez-Cortés et al.2018; Vieira et al. 2022
92.8 Barraso et al. 2020

Materia organica

96.5 Giller et al. 2021
96.0 Juracek et al. 2021
94.1 Rolinec et al. 2021
94.1 Tayengwa et al. 2021
91.3 Vinyard et al. 2021
90.2 Wu et al. 2022
12.2 Eleonora et al. 2014
8.5 Sousa et al.2014
9.5 Ishida et al. 2015
16.6 Pop et al. 2015
11.2 Winkler et al. 2015
11.2-13.8 Brenes et al. 2016
Proteina cruda 12.8 Chedea et al. 2016
129 Manso et al. 2016; Guerra-R!vfas etal. 2017;
Goémez-Cortés et al. 2018; Vieira et al. 2022
7.7-14.4 Russo et al. 2017
11.1 Buffa et al. 2019
9.7 Caetano et al. 2019
9.1 Chikwanha et al. 2019
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11.1 Nudda et al. 2019
3.6-14.2 Antoni¢ et al. 2020
2.6-13.5 Atalay, 2020

10.6 Barraso et al. 2020

13.2 Moate et al. 2020

6.5 Giller et al. 2021

9.9 Juracek et al. 2021

9.4 Rolinec et al. 2021

8.5 Spinei y Oroian., 2021

111 Tayengwa et al. 2021

12.8 Vinyard et al. 2021

15.1 Wau et al. 2022

6.1 Eleonora et al. 2014

8.2 Sousa et al. 2014

8.5 Ishida et al. 2015

10.2 Pop et al. 2015

5 Winkler et al. 2015
5.6-11-7 Brenes et al. 2016
55 Chedea et al. 2016
6.4 Manso et al. 2016; Guerra-Rivas et al. 2017;
' Gomez-Cortés et al. 2018; Vieira et al. 2022
10.2 Hixson et al. 2018
Extracto etéreo 6.9 Buffa et al. 2019

5.1 Caetano et al. 2019

8.9 Chikwanha et al. 2019
1.1-13.9 Antonic¢ et al. 2020

3.1-9.2 Atalay, 2020
55 Barraso et al. 2020
13.6 Moate et al. 2020
15 Giller et al. 2021
8.4 Juracek et al. 2021
8.2 Spinei y Oroian., 2021
7.4 Tayengwa et al. 2021
5.4 Vinyard et al. 2021
7.7 Eleonora et al. 2014
4.6 Sousa et al. 2014
8.2 Ishida et al. 2015
7.1 Pop et al. 2015
3.3 Winkler et al. 2015
2.4-5.8 Brenes et al. 2016
Cenizas 6.9 Chedea et al. 2016
3.3 Buffa et al. 2019
2.3 Caetano et al. 2019
6.9 Chikwanha et al. 2019
3.9-94 Atalay, 2020
1.73-9.1 Antoni¢ et al. 2020
11 Moate et al. 2020
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4.0 Juracek et al. 2021
4.6 Spinei y Oroian, 2021
5.9 Tayengwa et al. 2021
8.7 Vinyard et al. 2021
9.8 Wou et al. 2022
47.4 Ishida et al. 2015
34.1 Winkler et al. 2015
54.2-70.8 Brenes et al. 2016
32-376 Manso et al. 2016; Guerra-R!vfas etal. 2017;
Gomez-Cortés et al. 2018; Vieira et al. 2022
21.5-61.4 Russo et al. 2017
42.6 Hixson et al. 2018
52.7 Buffa et al. 2019
Fibra detergente 56.3 Caetano et al. 2019
neutro 40.1 Chikwanha et al. 2019
26.6-58 Atalay, 2020
49.9 Barraso et al. 2020
61.5 Moate et al. 2020
35.3 Giller et al. 2021
45.9 Juracek et al. 2021
28.4 Rolinec et al. 2021
31.8 Tayengwa et al. 2021
52.5 Vinyard et al. 2021
44.0 Ishida et al. 2015
34.6 Winkler et al. 2015
48-70.4 Brenes et al. 2016
50.2 Chedea et al. 2016
317 Manso et al. 2016; Guerra-Rivgs etal. 2017;
' Gomez-Cortés et al. 2018; Vieira et al. 2022
16.2-56.1 Russo et al. 2017
Fibra detergente 15.8 Hixson et al. 2018
acido 41.2 Caetano et al. 2019
25-54 Atalay, 2020
445 Barraso et al. 2020
58.1 Moate et al. 2020
32.5 Giller et al. 2021
38.1 Juracek et al. 2021
25 Rolinec et al. 2021
50.8 Vinyard et al. 2021
23.6 Winkler et al. 2015
30.7-47.5 Brenes et al. 2016
o 0.7 Manso et al. 2016; Guerra-Rivas et al. 2017;
Lignina ' Gomez-Cortés et al. 2018
6.3-40.8 Russo et al. 2017
26 Buffa et al. 2019
13.8 Caetano et al. 2019
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42.6 Moate et al. 2020

24 Giller et al. 2021
48.0 Tayengwa et al. 2021
34.5 Vinyard et al. 2021

Fuente: elaboracion propia

Se ha reportado contenidos de proteina para OU entre 8.5-16.6% MS, por esta
razon se ha considerado como una fuente barata y disponible de proteina y energia,
especialmente en sistemas de produccion de bajos insumos, con la ventaja adicional de
los potenciales efectos positivos de sus compuestos secundarios, como los polifenoles
(Chedea et al. 2016). Los contenidos de extracto etéreo del OU varian entre 1.5-13.9%
MS, los cuales dependen principalmente del tipo de uva utilizada y su contenido
porcentual de semillas, que oscila entre el 10-20% MS (Guerra-Rivas et a., 2016). El
contenido de aceite de la semilla alcanza el 8-20% MS (Rombaut et al. 2015) y su
rendimiento de extraccion depende de la técnica utilizada, el solvente usado, la variedad
de cultivares y de los factores ambientales durante el afio de recoleccion. Aunque
previamente se habia considerado bajo el aporte de EM del orujo (5.8-8.3 MJ/kg MS;
Baumgartel et al. 2007), recientemente se han registrado mayores contenidos de EM en
este recurso (10.25 MJ/kg MS, Hixson et al. 2016, 2018), diferencias relacionadas

principalmente con el tipo de OU evaluado, OU blanco presenta mayor EM que OU tintos.

El aceite de semilla de uva posee un alto porcentaje de &cidos grasos
poliinsaturados (60-80%), principalmente acido linoleico, que representa cerca del 70%
de los acidos grasos (Garcia-Lomillo y Gonzélez-San José, 2017). Ademas, contiene

tocoferoles, tocotrienoides e isomeros de la vitamina E, que le confieren potencial
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nutracéutico para el consumo humano (Lutterodt et al. 2011) y como modulador de la
biohidrogenacion (BH) y la fermentacion ruminal (Correddu et al. 2014). La Tabla 1.2

presenta el perfil lipidico del OU.

Tabla 1.2 Perfil de &cidos grasos del orujo de uva

Valor (% é&cidos grasos

Acido graso totales) Referencia
9.4 Moate et al. 2014
11.1 Manso et al. 2016
11.0 Hixson et al. 2016
12.4 Chikwanha et al. 2018
C 16:0 5.5-7-8 Mohamed-Amed et al. 2019
7.7 Kollathova et al. 2020
9.1 Moate et al. 2020
8.4 Vasekovi et al. 2020
10.2 Vinyard et al. 2021
0.3 Moate et al. 2014
0.6 Manso et al. 2016
Cc16:1 0.6-1 Mohamed-Amed et al. 2019
0.22 Vasekova et al. 2020
0.2 Moate et al. 2020
4 Hixson et al. 2016
4.4 Manso et al. 2016
5 Chikwanha et al. 2018
C18:0 2-3.8 Mohgmedemed et al. 2019
' 4.0 Kollathova et al. 2020
4.1 Moate et al. 2020
4.0 Vasekova et al. 2020
4.6 Vinyard et al. 2021
15.8 Moate et al. 2014
15.2 Hixson et al. 2016
16.0 Manso et al. 2016
11.1 Chikwanha et al. 2018
Cc18:1 15.1-20.1 Mohamed-Amed et al. 2019
16.3 Kollathova et al. 2020
15.1 Moate et al. 2020
16.3 Vasekovi et al. 2020
16.7 Vinyard et al. 2021
66.7 Moate et al. 2014
C18:2 65.8 Hixson et al. 2016
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Valor (% é&cidos grasos

Acido graso Referencia
totales)

61.3 Manso et al. 2016
64.8 Chikwanha et al. 2018
68.7 Kollathova et al. 2020
68.9 Moate et al. 2020
68.6 Vasekovi et al. 2020
63.6 Vinyard et al. 2021
15 Moate et al. 2014
2.3 Hixson et al. 2016
3.7 Manso et al. 2016

C18:3 0.24 Kollathova et al. 2020
0.3 Moate et al. 2020
0.50 Vasekovi et al. 2020
1.37 Vinyard et al. 2021

Fuente: elaboracion propia

En rumiantes el uso de dietas con altos niveles de &cido linoleico y niveles
moderados de polifenoles (20-60 g/kg MS) incrementa la acumulacion tisular de acidos
grasos poliinsaturados y sus productos intermedios de biohidrogenacion (Mapiye et al.
2015), incluyendo el &cido ruménico [cis-9, trans11-18:2, y el &cido vaccénico (trans11-
18:1) precursor del el acido linoleico conjugado (CLA)], que son benéficos para la salud

humana (Wannamethee et al. 2018).

La vinificacion de tinto se realiza en contacto con las semillas y piel de la uva, que
es donde se localiza el mayor contenido en compuestos fendlicos, de los cuales solo el
35% es transferido al vino, los polifenoles restantes permanecen en el OU (Beres et al.
2017), el cual puede ser recuperado dado su valor funcional. El contenido de polifenoles
totales en el OU varia entre 0.2-8.7 g/100 g MS (Antoni¢ et al. 2020). Aunque se han
identificado muchos compuestos fendlicos en el OU, los compuestos mas abundantes son

las antocianas, los acidos hidroxibenzoico e hidroxicindmico, los flavan-3-oles, los
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flavonoles y los estilbenos (Beres et al. 2017). Entre los flavanoles son de importancia los
TC, que se encuentran particularmente en la semilla y en menor proporcion en la pulpa.
Las antocianas son pigmentos de color rojo que se producen durante la maduracion, y son
muy susceptibles a la accion de agentes como la luz, la temperatura, el oxigeno y el pH.
Las principales antocianas de la piel de la uva son 3-O-glicosidos de malvidina,
petunidina, cianidina, peonidina y delfidina (Souza et al. 2014). Los &cidos
hidroxicinamicos incluyen los acidos gallico, cafeico, feralico, p-cumarico, clorogénico y
sindpico, y los &cidos hidroxibenzoicos incluyen el &cido p-hidroxibenzoico, el
protocatéquico, el sirinico y el vanilico (Yu y Ahmedna, 2013). Los TC de semillas y
pieles varian en su composicion. Los TC de la piel poseen un mayor grado de
polimerizacion, mayor relacion cis/trans y porcentaje de subunidades de prodelfidinas.
Los TC derivados de las semillas tienen menor grado de polimerizacion, menores
proporciones de subunidades de prodelfidinas y mayores porcentajes de substitucion por
acido galico (Hixson et al. 2018). El principal estilbeno presente en el OU es el resveratrol,
y los flavonoles mas comunes en el OU son kaempferol, quercetina y miricetina (Beres et
al. 2017). La tabla 1.3 presenta los contenidos fenolicos de algunos de los subproductos

de la produccion de vino.

Tabla 1.3 Contenidos fendlicos de subproductos de vitivinicultura

Subproducto Polifenoles Taninos condensados Referencia
extraibles
2.2 (% MS) 1.44 (%MS) Pop et al. 2015
78.36 (g/kg) - Hixson et al. 2016
Orujo de Uva 42.8 (g/kg) 54.6 (g/kg) Manso et al. 2016
42.8 (g/kg) 54.6 (g/kg) GOmez-Cortés et al. 2018
64.9*(g/kg) Chikwanha et al. 2019
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Subproducto Polifenoles Taninos condensados Referencia
extraibles
7%11;;0% (gr;19 Mohamed Ahmed et al. 2019
2-16.4% MS Atalay, 2020
14.8-70.5 (g/kg) 39.1-105 (g/kg) Correddu et al. 2020
- 1.6 (k/kg) Moate et al. 2020
27.38 (g/kg) - Vasekova et al. 2020
58.6 (g/kg) 55.5 (g/kg) Giller et al. 2021
5.76 (9/kg) 5.51 (g/kg) Vinyard et al. 2021
42.8 (g/kg) 54.6 (g/kg) Vieira et al. 2022
16 (g gallico acido 2221 ( .
: .21 (g catequina
equw'\a/:gr)\te/kg equivalentes /kg DM). Wu et al. 2022
Semilla de 68.3 - Sphanghero et al. 2009
uva 55 93.5 Guerra-Rivas et al. 2016
Pulpa de uva 32.1 19.4 Guerra-Rivas et al. 2016

Fuente: elaboracion propia

Los contenidos totales, el perfil y la distribucion de los polifenoles en la uva, varian

segun la variedad de uva, el nivel de madurez y las condiciones climaticas. Los procesos

de vinificacion también afectan los contenidos y perfiles fendlicos en el OU (Ky et al.

2014). La comparacion entre los datos obtenidos en los diferentes trabajos es dificil, pues

estas varian en funcion de los métodos utilizados para su extraccion y determinacion.

Orujos de uva variedad Carméne¢re cultivados en Chile presentan contenidos de flavondles

totales entre 406.25 mg/g y 581.35 mg/g y altos niveles de TC (612.96 mg/g; Cerda, 2014).

Los compuestos fendlicos del OU poseen reconocidas propiedades antiinflamatorias, anti

apoptosis, antimicrobianas y antioxidantes (Granda y de Pascual-Teresa, 2018). La Tabla

1.4 presenta el perfil de compuestos fendlicos del OU.
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Tabla 1.4 Perfil de compuestos fendlicos del orujo de uva

Compuesto fenolico Contenido (g/kg Referencia
ms)

Compuestos no flavonoides
Acidos fenolicos

. . 2.57 Antoniolli et al. 2015
Acido cafeico 16.9 Cerda, 2014
Acido p-cumarico 10.4 Antoniolli et al. 2015
Acido ferilico 3.88 Antoniolli et al. 2015

9.88 Cerda, 2014
Acidos benzoicos
Acido gélico 146 Peixoto et al. 2018
279 Antoniolli et al. 2015
Acido siringico 16.9 Guerra-Rivas et al. 2016
54.2 Guerra-Rivas et al. 2016
Estilbenos
Polydatin 1.98 Antoniolli et al. 2015
Transresveratrol 5.79 Antonio_lli et al. 2015
1.08 Guerra-Rivas et al. 2016
Compuestos flavonoides
Flavonoides
3.62 Guerra-Rivas et al. 2016
Quercetina 1.10 Guerra-Rivas et al. 2016
89.7 Antoniolli et al. 2015
Kaemferol 0.11 Guerra—R!vas et al. 2016
1.67 Guerra-Rivas et al. 2016
Kaempferol-3-glucésido 82.5 Jara-Palacios et al. 2014
Miricetina 5.09 Guerra-Rivas et al. 2016
Flavan-3-oles
146 Peixoto et al. 2018
12.3 Guerra-Rivas et al. 2016
Catequina 6.79 Guerra-Rivas et al. 2016
546 Antoniolli et al. 2015
628.3 Cerda, 2014
984 Peixoto et al. 2018
Epicatequina 284 Antoniol!i et al. 2015
404 Jara-Palacios et al. 2014
467.34 Cerda, 2014
Proantocianidinas 3.35 Jara-Palacios et al. 2014
612.96 Cerda, 2014

Antocianos



Compuesto fendlico Contenido (g/kg Referencia

ms)

7.9 Peixoto et al. 2018
Antocianos totales 13.24 Cerda, 2014

4.90 Guerra-Rivas et al. 2016

Fuente: elaboracion propia

1.3 USO DE ORUJO DE UVA EN LA ALIMENTACION DE
RUMIANTES

El OU fue considerado tradicionalmente como un recurso de escaso valor
nutricional (Alipour y Rouzbehan, 2007; Baumgartel et al. 2007), y se asocié a un
inadecuado manejo nutricional, bajas tasas de crecimiento o de produccion, e impactos
negativos en la ingesta y la produccion. Solo el 3% del OU producido en el mundo se
destina a la alimentacion animal, particularmente a dietas de mantenimiento o bajos
requerimientos productivos en rumiantes (Brenes et al. 2016), el cual puede ser utilizado
en forma fresca, seco o ensilado. Su uso como racion basica ha sido explorado
(Pirmohammadi et al. 2007), aunque se ha demostrado que la inclusion de altos niveles
de OU en la dieta reduce la degradabilidad y digestibilidad de nutrientes (Abarghuei et al.
2010). Los resultados de los efectos de la inclusion de OU en la alimentacidn de rumiantes
sobre los parametros productivos son ampliamente variables, atribuido a la variabilidad
de su valor nutricional y contenidos de compuestos bioactivos (Guerra-Rivas, 2016), asi
como los volumenes incorporados a la dieta. La suplementacion de dietas altas en forraje
con 5y 10% con OU seco incrementd la digestibilidad de los alimentos y el crecimiento
de corderos (Bahrami et al. 2010), aunque la sustitucion del forraje a niveles del 30% MS,

redujo la disponibilidad de energia metabolizable (EM) e impact6 negativamente la
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ganancia de peso y la conversion alimenticia en ganado de carne (Caetano et al. 2019,
Vinyard et al. 2021). Por otra parte, la substitucion de niveles superiores al 30% MS de
forraje por OU redujo la produccion lactea y alter6 la composicion de la leche en vacas
lecheras (Moate et al. 2020). Si bien, estos resultados indican que el uso de OU puede
afectar negativamente la productividad, en algunos casos como en Australia, el OU es
usado en época de verano cuando la escasez de forraje obliga a buscar suplementos
alimenticios, lo cual constituye una estrategia de aprovechamiento de los recursos

disponibles por parte de los productores (Moate et al. 2020)

Contrario a estos resultados, la inclusion de OU hasta el 30% en dietas de base
forrajera para ovinos incremento el consumo, sin afectar negativamente el crecimiento y
los parametros productivos (Calderon-Cortés et al. 2018; Amaral et al. 2019). EI OU en
sustitucion del 20% MS de la racion, mantuvo la productividad de ovinos, con efectos
positivos sobre la salud animal (Wu et al. 2022), y el suministro de ensilaje de OU hasta
el 10% MS en vacas lecheras, no afectd negativamente la produccién, ni la calidad de la
leche (Santos et al. 2014), por otra parte, suplementacion con ensilaje de OU incrementd
la ganancia de peso y la calidad de la carne de corderos (Kafantaris et al. 2018). La tabla
1.5 presenta los resultados productivos, de calidad de productos y de fermentacion del uso

de OU en diferentes ensayos realizados en el periodo 2012-2022.
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Tabla 1.5. Efectos la incorporacién de orujo de uva a dietas de rumiantes en ensayos
realizados entre 2012-2022.

Inclusion Tipo de dieta Especie Ensayo Resultados Referencias
OU ensilado  Forraje, Bovinos In vivo N-NH3 =  Moate et al.
o peletizado  concentradoy OU  leche Acido acético \Z 2014
al 27% MS Produccion \%

lactea

Grasa lactea v
cis C18:1n-9 N
cis C18:2n-6 N

OU seco al ND Corderos In vivo Ganancia de peso ,  Nistor et al.

10,125y Vacas 2014

15% MS lecheras Prod. lctea _

OUseco 3,4 '

y 5 kg/dia

OU 16.6% TMR Bovinos In vivo Digestibilidad de v Ishida et al.

la proteina 2015
N fecal N
N-NH3; \Z

OU seco Dieta 50:50 Ovejas Insitu AGV totales v Guerra-Rivas

7.5% MS forraje- N-NH3 v et al. 2016

concentrado

OUsecoen  Pajade arroz Bufalos In vitro Produccion de \V  Foiklang et

polvo, 2,4y (batch) gas al. 2016

6% MS Digestibilidad N
MS
AGYV totales AN
Propionato N
Bacterias N
Protoozarios \%

OuU 5, 10% Dieta 40:60 Ovejas In vivo Ac. linoleico N Manso et al.

MS TMR forraje- AGS = 2016

concentrado AGI =

OU seco 10, Dieta forrajera, Corderos In vivo Ganancia de peso v Calderon-

20y 30% alfalfa sustitucién  engorde Cortés et al.

parcial con OU Calidad de la = 2018
canal
OUO0,5y  Dieta50:50 Corderos In vivo Gananciade peso AN Zhaoetal.
10% forraje- Capacidad A 2018
concentrado antioxidante
carne
Nivel ROS \

OU ensilado  Dieta cereales Corderos In vivo Peso de la canal AN Kafantaris et
C 20:0 Carne VN al. 2018
cis11,14,20:0n-6 AN
20:5n-3 AN
22:6 n- AN

OU seco Dieta forrajera Bovinos In vivo Ganancia de peso \V  Caetano et al.

ensilado engorde Conversion A 2019
alimenticia
Consumo energia AN
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Inclusion Tipo de dieta Especie Ensayo Resultados Referencias
Produccion CH,
OU 10%, Concentrado y paja  Ovejas In vivo Acidos grasos /N Resconi et al.
semillauva  de alfalfa lactantes y saturados en 2018
5% crias leche
PUFA =
Cl8:2n-6carne /N
OU seco 5, Dieta cereales Corderos In vivo Gananciade peso AN\ Chikwanha et
10,15y Consumo MS AN al. 2019
20% MS Peso canal AN
Rentabilidad N
OUseco4% TMR Ovejas In vivo Consumo MS V' Nudda et al.
Produccidon AN 2019
lactea
Grasa y proteina v
leche
OU seco Dieta cereales Terneros In vivo Acido linoleico AN lanni et al.
10% carne 2019
Estabilidad N
oxidativa
OU seco Forraje y Vacas In vivo Produccion Vv Moate et al.
reemplazo concentrado lecheras lactea 2020
33% forraje C 18:0 N
CLA N
Prod yrend CHs
Ensilaje de Dieta 55:45 Corderos In vivo Desempefio = Massaro et al.
OU 10,20y forraje- productivo 2021
30% MS concentrado Calidad canal =
Calidad carne =
OU 1, 2% Dieta forrajera Ovejas In vivo Digestibilidad A Juracek et al.
MS proteina 2021
Digestibilidad A
FDN
Digestibilidad AN
FDA
Ensilaje de Dieta 50:50 Corderos In vivo Lipidos carne N Flores
ou, forraje- c18:1t11 N etal. 2021
sustituyendo  concentrado C18:2 n-6 N
50,75y C18:2¢c9,t11 AN
100% de MUFA \
ensilaje de PUFA A
maiz n6/n3 VN
Rancidez i\
oxidativa
OU 116 TMR Vacas In vivo Nutrientes en = Rolinec et al.
g/vaca/dia gestantes calostro 2021
Perfil lipidico =
calostro
Celulas V.
somaticas

calostro y leche
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Inclusion Tipo de dieta Especie Ensayo Resultados Referencias
OU seco, 15  Grano de cebada Bovinos In vivo Digestibilidad V'  Vinyard et al.
y 30% MS laminado finalizacion PC 2021

Digestibilidad de
FDN
AGYV totales
N-NH; (15%
MS)
CLA (15% MS)
OU 5, 10% Dieta 40:60 Ovejas In vivo Oxidacion Vieira et al.
MS forraje- lactancia 'y lipidos 2022
concentrado crias Contenidos
metmioglobina
Crecimiento
enterobacterias
OU 20% Dieta 55:45 Ovejas In vivo Consumo MS
forraje:concentrado N fecal
Parésitos
gastroentéricos

Fuente: elaboracién propia

é

<L <L

Wu et al.
2022

o < <

1.3.1 POTENCIAL ANTIMETANOGENICO DEL ORUJO DE UVA

El potencial antimetanogénico del OU se ha atribuido a su contenido de TC,
aunque los mecanismos a través de los cuales los taninos disminuyen la produccién de
CHs no son claros y se ha propuesto una accion sinérgica entre los diferentes
constituyentes del orujo como la ligninay la grasa (Hixson et al. 2016; Moate et al. 2020).
La eficacia del OU para reducir el CH4, sin impactar negativamente la productividad,
depende de los contenidos de EM del OU en relacion con el ingrediente de la dieta al que
sustituye (Black et al. 2021). Vacas lecheras en produccion, alimentadas con raciones que
incluian el 25% de OU seco o ensilado, presentaron reducciones entre el 18% y 23% en
la produccion de CH4 (CHa g/kg de MS ingerida), aunque la inclusion de OU seco también
redujo intensidad de produccién de CHa por producto final (g/kg de leche) (Moate et al.

2014). De acuerdo con estos autores, esta reduccion de CHa se debe a la accion sinérgica
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de los contenidos de taninos, grasas, lignina y acido tartarico en el OU. Hixson et al.
(2018) demostraron que el potencial antimetanogénico del OU es resultado de los efectos
combinados de los contenidos de grasa, los cuales se asocian con la disminucion del
volumen total de gas y de la produccion de &cidos grasos volatiles, y los contenidos de TC
los cuales reducen el porcentaje de CHa4. La estructura de los taninos incide en su potencial
antimetanogénico, taninos de menor tamarfio y facilmente extraibles son més eficaces para
reducir la produccion de CHa, sin disminuir la produccion total de gas (Hixson et al. 2018).
La tabla 1.6 presenta los resultados de los efectos antimetanogénicos de diferentes
estudios realizados en el periodo 2012-2022.

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar la actividad
antimetanogénica de los TC. Su capacidad de precipitacién de macromoléculas (Desrues
et al. 2017) y su comportamiento antioxidante (Aboagye y Beauchemin, 2019) han sido
sugeridos como responsables de la reduccion de la metanogénesis. Los TC forman
complejos con los compuestos lignoceluldsicos, previniendo la fermentacion de la fibray
con ello una reduccion en la formacion de CHs (Huyen et al. 2016). De otra parte, la
inclusion de OU puede mejorar la eficiencia en el uso de los nutrientes en los rumiantes,
reduciendo las pérdidas metabolicas de energia que se producirian a través de las
emisiones de CHa (Hristov et al. 2013). Los TC inhiben directamente las poblaciones
metanogeénicas ruminales (Saminathan et al. 2016) o dificultan la simbiosis metandgeno-
protozoo (Nauman et al. 2017). Se ha establecido que el aceite de semilla de uva,
constituido mayoritariamente por acido linoleico y acido oleico, contribuye

significativamente a la reduccion en la produccion de CHa entérico (Ibrahim et al. 2018),
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aunque también se ha establecido que las catequinas (Becker, 2014) y el &cido tartarico

(Sirohi et al. 2012) contribuirian a este efecto.

Aunque no se han esclarecido totalmente los mecanismos por los cuales los taninos

influyen en la metanogénesis y modifican el perfil de los AGV durante la fermentacion

ruminal (Verma et al. 2021), se ha demostrado que, sus efectos en la nutricion de

rumiantes dependen del tipo de tanino, su estructura, la dosis suministrada, y la morfologia

y fisiologia del rumen (Min et al. 2020).

Tabla 1.6. Potencial antimetanogénico del orujo de uva

Inclusion Tipo de dieta Especie  Ensayo Resultados Referencias
Forraje Bovinos . Moate et al.
0, ! 0
OU 27% MS concentradoy OU  leche Invivo  CHa 20% v 2014
ou
%'rfl,e r:r?ézs OU seco y ensilado, Ruszsglt;t al
genes, OU solo Vacas Invitro CHs(mL/gMS) 11y V
seco,
. 21%
ensilado,
fresco
OU seco Hixson et al
diferentes Concentrado Carneros  In vitro CH04 (ML/g MS) 12- v 2018
origenes comercial 18%
30%
OU ensilado  Dieta forrajera Bovinos  Invivo  CHa(g/dia) 14% \ C:Ietgggget
. Forraje, . CHs4 (mmol/L), 9- Mousa et al.
OU ensilado Concentrado Vacas In vitro 15% " 2019
ou
diferentes OU solo Ovejas Invitro CH4 (mL) 5.6-16.1 Atalay, 2020
fuentes
. . CHa/kg MS = Buffaetal.
0,
OU 10% TMR Ovejas In vivo CHalkg leche 21% W 2020
OU seco CH, (g/dia) 15% V' Moate et al.
1010 v blanco Forraje, OU Vacas Invivo  Rendimiento CH,4 \% 2020
10y (9/kg MSi) 16%
OU solo Ovejas In vitro CHa (mL/g MS) 3.7- , Barrasoetal.

9.6

2021
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Inclusion Tipo de dieta Especie  Ensayo Resultados Referencias
ou

diferentes
fuentes
CH, (mL) solo 2.27 -
OU ensilado  OU solo Carneros Invitro  +Polietilen glicol M Fltglogtlal.
3.43
OU 15,30y
50% en . CHy4 (mL/g MS) 7- Giller et al.
sustitucion ' 1"° Vacas - Invitro 5, Vo o001
de heno

Fuente: elaboracion propia

1.3.2 ORUJO DE UVA Y METABOLISMO DEL NITROGENO

Los TC presentes en el OU pueden alterar el metabolismo del nitrégeno, efecto
potencialmente benéfico desde el punto de vista ambiental, particularmente sistemas en
los cuales los animales consumen dietas con proteinas altamente degradables en el rumen.
El contenido de taninos se asocia a un incremento en la utilizacion de la proteina de la
dieta para rumiantes (Makkar, 2003). Los TC forman complejos insolubles con las
proteinas uniéndose a la superficie de la proteina y formando una capa que conduce a su
precipitacion (Zeller, 2019), estos complejos son dependientes del pH del medio,
regularmente son formados en medios con pH de 5.5 a 7.0, comUn en el rumen, reduciendo
la degradacion microbiana de las proteinas. Los complejos tanino-proteina se disocian en
el pH acido del abomaso (pH 2.5 a 3.5) y en las condiciones del intestino delgado distal
(pH 7.5) lo cual libera la proteina para su digestion y absorcion (Hagerman, 2012). Un
extracto de taninos de OU en estudios in vitro e in sacco redujo la digestibilidad proteica

ruminal de harina de soya e increment6 la digestibilidad post-ruminal de la misma,
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proporcionalmente a su nivel de inclusion en la dieta (Alipour y Rouzbehan, 2010). El
suministro de OU (7.5% MS) a ovejas redujo en un 33% el nitrdgeno amoniacal ruminal
(N-NHzs) como resultado de una alta proporcion de proteina unida a la fibra detergente
acida del OU y a la presencia de compuestos fenolicos (Guerra-Rivas et al. 2016). De
igual forma, el suministro de OU en reemplazo parcial del concentrado en dietas
forrajeras, gener6 una mayor retencion de nitrogeno, menor excrecion del nitrégeno
dietario en heces y menores concentraciones de nitrogeno plasmatico (Foiklang et al.
2016). La sustitucién parcial de ensilaje por OU seco y ensilado (15% MS) en vaquillas
de engorda generd reducciones de las concentraciones de N-NHz cercanas al 15%,
atribuibles a los contenidos de TC del OU (Ream et al. 2021). Los compuestos
polifendlicos reducen la degradacion de la proteina en el rumen, ademas de la formacion
del complejo tanino-proteina, inhibiendo el crecimiento y la actividad de los
microorganismos ruminales, y reduciendo la actividad de las enzimas microbianas (Vasta
et al. 2019). La reduccion en N-NHs deberia resultar en una disminucion de la excrecion
urinaria de N y N ureico, y una mayor particién de N hacia las heces, lo cual podria ser
benéfico cuando se suministran dietas con altos contenidos de proteina degradable en el
rumen (Greenwood et al. 2012). Sin embargo, los métodos de secado y conservacion del
OU son algunos de los factores que podrian afectar la eficacia de los taninos para modular
el metabolismo del nitrégeno. Temperaturas de secado superiores a 60 °C incrementan la

formacion de complejos tanino-fibra en el OU (Girard et al. 2018; Taseri et al. 2018).
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1.4 EFECTOS DEL ORUJO DE UVA SOBRE LA SALUD ANIMAL

Los metabolitos secundarios contenidos en el OU tienen efectos positivos sobre la
salud humana y animal (IvaniSova et al. 2019). Se ha demostrado la actividad del OU
sobre bacterias patogénicas, virus, toxinas de hongos y paréasitos (Friedman 2014), ademas
de una reconocida actividad antioxidante por sus contenidos de fibra dietética
antioxidante, polifenoles extraibles y no extraibles. Flavonoides y TC actian como
eliminadores de radicales libres, promueven la vasodilatacion, inhiben enzimas como la
fosfolipasa, la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa, y actian como reductores en los procesos
de peroxidacion lipidica (Molosse et al. 2021). Los antioxidantes dietarios mejoran la
salud y el bienestar de los animales, ademas de incrementar las cualidades nutricionales,
organolépticas y de conservacion de los productos animales (Salami et al. 2016). La
suplementacion con harina de OU al 2% a ovejas lecheras en condiciones de estrés
calérico redujo la respuesta inflamatoria, mejoré la calidad de la leche, el recuento de
células somaticas y la peroxidacién lipidica (Alba et al. 2019). Por otra parte, se ha
demostrado que inclusiones de OU hasta el 20% MS en dietas de rumiantes reduce la
aparicion de acidosis y paraqueratosis (Salami et al. 2016). Adicionalmente, los TC del
OU poseen reconocida actividad anti timpanismo, aunque los mecanismos no estan del
todo claros, la reduccién de la incidencia de timpanismo es en parte el resultado de la
precipitacion de las proteinas durante la masticacién y la rumia, asi como de la reduccion
de la actividad microbiana, la formacién de biopeliculas y de la produccion de gas ruminal

(Correddu et al. 2015).
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1.5EFECTOS DEL ORUJO DE UVA SOBRE LA CALIDAD DEL

PRODUCTO FINAL

Los compuestos fendlicos afectan el metabolismo ruminal y la biohidrogenacion
afectando el perfil lipidico de la carne y la leche, por tanto, la incorporacién de OU en
dietas de rumiantes puede modificar los parametros que determinan la calidad de los
productos finales. Los taninos presentes en el OU retrasan la oxidacion lipidica y proteica
de la carne debido a su actividad antioxidante. Se ha demostrado cambios en los niveles
de acidos grasos monoinsaturados (MUFA) y acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de la
carne y leche, asi como su capacidad antioxidante en relacion con el nivel de inclusion de
orujo en la dieta (Moate et al. 2014, Santos et al. 2014). Gomez-Cortés et al. (2018)
reportaron mayor capacidad de retencidn de agua en la carne, por la inclusion de OU en
dietas para rumiantes, por efecto de los polifenoles que tienen la capacidad de evitar la
pérdida de la integridad de las membranas y los enlaces de las proteinas, inhibiendo la
oxidacidn de la carne. La inclusion de ensilaje de OU en reemplazo del ensilaje de maiz
en la alimentacion de corderos modifico la fraccion lipidica, el perfil de &cidos grasos, y
los pardmetros oxidativos de la carne, sin afectar negativamente los pardmetros sensoriales

(Flores et al. 2021).
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1.6 UVA VARIEDAD PAIS

La industria vitivinicola ha sido fundamental para el desarrollo econémico del
sector agricola chileno, y se desarrollé sobre la base de cepas traidas durante la colonia.
Las cepas ancestrales fueron dominantes hasta el siglo pasado, incluyendo la variedad
Pais, la cual a pesar de ser la cuarta més plantada actualmente, ha sido reemplazada por
las cepas “nobles”, pasando de ser la de mayor area cultivada a contar con apenas cerca

de 10.000 hectéreas, concentradas en las regiones de Maule, Biobio y Nuble (SAG, 2019).

Pese a constituirse en patrimonio cultural de Chile (Odepa, 2019), la cepa Pais ha perdido
participacion en la produccion nacional pues su vino se caracteriza por su dureza y
desequilibrio (Eriz et al., 2011), caracteristicas que han reducido su precio en la industria
vinicola, reduciendo su rentabilidad, afectando la calidad de vida de los pequefios
productores. La variedad Pais tiene una alta capacidad de adaptacion a condiciones de
sequia, resistencia a plagas y enfermedades, lo que favoreceria su persistencia en
condiciones de CC; ademas potencialmente podria insertarse en el rubro de los vinos con
denominacién de origen (Odepa, 2019). La comercializacion de la uva Pais en general, se
realiza directamente de los pequefios productores a bodegas locales y grandes vifias, en
forma directa o a través de corredores. Los productores, cuando poseen mas de 10 has,
vinifican su produccién, aunque la uva Pais y el vino derivado de esta son utilizados por
las grandes vifias para elaborar vinos de consumo nacional, siendo el 70% de la produccion

destinado a la mezcla con Cabernet. Por esta razon, una parte importante de la produccién
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es comprada por las grandes vifias que abastecen el mercado nacional (Carrasco, 2014).
Chile actualmente cuenta con importantes iniciativas publicas y privadas que buscan dar
valor agregado a las uvas ancestrales, lo cual podria incrementar su produccion a futuro.
La informacion disponible sobre la uva Pais se centra en la caracterizacion, extraccion y
aplicacion de sus compuestos bioactivos, especificamente proantocianidinas PA de interés
para la salud humana (Aguilar et al. 2016, Figueroa et al. 2020). La informacion sobre su
composicion quimica o residuos como el orujo es limitada. Uvas y zumos de la cepa Pais
presentan una amplia variabilidad, con contenidos de polifenoles totales que oscilan entre
790-1929 mg GAE/L, o 10-50 mg GAE/g, y una capacidad antioxidante entre 5.5-55
mmol equivalente de trolox/L (Lutz et al. 2012, Aguilar et al. 2018, Ide et al. 2021).
Figueroa et al. (2020) caracterizaron un extracto polifenélico de semillas de uva Pais,
reportando contenidos de TC de 329.5 mg equivalentes de catequina/g de extracto, las
cuales presentaban un grado de polimerizacion media de 9.2, y epicatequina y
epicatequina gallato como los compuestos mas abundantes. Estos autores reportaron un
mayor porcentaje (58.9%) de moléculas de bajo peso molecular (800-9263 g/mol),
seguido (25%) de moléculas de peso medio, y un 15% de moléculas de mayor peso
(13944-21928 g/mol). Actualmente no existe literatura disponible sobre el uso de OU Pais

en alimentacion animal.
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1.7ESTRATEGIAS DE VALORIZACION DEL ORUJO DE UVA

En la industria alimenticia o subproductos de la uva han sido evaluados como
antioxidantes naturales, preservantes, estabilizadores de color y texturizadores de
productos carnicos (Beres et al. 2017). Una estrategia de valorizacion de este recurso es
la recuperacion de compuestos fendlicos y su aplicacion en la produccion funcional de
alimentos, que puede ser realizada simultdneamente a la extraccion de aceite de semilla
de uva. Este campo prometedor ha generado avances tecnoldgicos y desarrollo de
procedimientos alternativos para la recuperacion de estos compuestos de forma mas rapida
y ecoldgica (Kalli et al. 2018). En la alimentacion animal el OU ha sido usado como
ingrediente, ya sea fresco, desecado o ensilado. Su uso como aditivo (extractos
polifendlicos o ricos en taninos) es mas escaso y se ha enfocado a la conservacion de
productos (carnes, embutidos y lacteos) debido a sus propiedades antimicrobianas
(Friedman, 2014). Recientemente se ha evaluado el uso de antioxidantes derivados del
OU para el enriquecimiento del queso, a fin de obtener un alimento funcional (Marchiani

et al. 2016).

La valorizacion de subproductos agroindustriales ofrece alternativas para
minimizar el impacto ambiental de las actividades productivas e incrementar la
rentabilidad a través de la comercializacion de compuestos bioactivos. Las tecnologias

para extraer compuestos de alto valor de los residuos de frutas varian desde extraccion
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convencional solido/liquido hasta extracciones sub/supercriticas, asistidas por
ultrasonidos y enzimas (Alexandre et al. 2018). Las técnicas de extraccion convencionales
de compuestos bioactivos se basan en la eficiencia de extraccion de diferentes solventes,
siendo las mas comunes la extraccion solido-liquido por agitacion mecanica y extraccién
Soxhlet, con soluciones etanolicas o metanolicas como solventes; maceracion e
hidrodestilacién (Da Porto y Natolino, 2018). Sin embargo, estos metodos presentan
debilidades relacionadas con el tiempo de extraccion, la baja selectividad, el costo, las
pérdidas por evaporacion y la toxicidad del solvente, la degradacién de los compuestos
termolabiles y los impactos ambientales (Galanakis et al. 2013). Para superar estas
limitaciones, ya se han desarrollados métodos alternativos, como la extraccion asistida por
microondas, la cual acelera la transferencia de energia, reduce el gradiente térmico, y

reduce significativamente el tiempo de extraccién (Esquivel-Hernandez et al. 2017).

Los multiples beneficios de los polifenoles y taninos sobre la fisiologia y
productividad animal (lanni y Martino, 2020), ademas de la reduccion de impactos
ambientales y costos de eliminacién, hacen que la recuperacion de estos compuestos
bioactivos desde los residuos, se convierta en una estrategia atractiva para el desarrollo de

nuevos productos y la agregacion de valor (Fraga-Corral et al. 2021).
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CAPITULO 2

COMPOSICION QUIMICA, PERFIL LIPIDICO, PERFIL DE
COMPUESTOS FENOLICOS Y PARAMETROS DE
FERMENTACION RUMINAL DEL ORUJO DE UVA PAIS Y SU
EXTRACTO POLIFENOLICO ESTANDARIZADO
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2.1EFECTOS DE LAS CONDICIONES DE SECADO DE ORUJO DE
UVA PAIS (VITIS VINIFERA L.) SOBRE LOS CONTENIDOS DE
COMPUESTOS BIOACTIVOS, PARAMETROS DE
FERMENTACION RUMINAL Y PRODUCCION DE METANO EN

CONDICIONES IN VITRO

2.1.1 Resumen

Este estudio6 evalud los efectos de las condiciones de secado (liofilizacion y secado
en horno a 40°C durante 72 h y 60°C durante 48 h) sobre la composicion quimica,
compuestos bioactivos, capacidad antioxidante, pardmetros de fermentacién ruminal y
produccién de CH4 de OU Pais. Adicionalmente, se utiliz6 un sistema de fermentacion in
vitro (batch) para evaluar los parametros de fermentacion ruminal y la produccion de CHa
del OU Pais bajo estas condiciones de secado. Los contenidos de fendlicos, de TC, asi
como la capacidad antioxidante del OU Pais fueron afectados por las condiciones de
secado. EI OU Pais liofilizado presentd el mayor contenido de compuestos fendlicos (24.2
GAE/g MS), pero el OU Pais secado en horno a 60°C durante 48-h mostro el mayor
contenido de TC (68.9 mg de catequina equivalente/g MS). Los contenidos de cenizas,
extracto etéreo y carbohidratos no fibrosos fueron afectados por las condiciones de secado,
pero no la fibra expresada como FDN o FDA. El secado de OU en horno a 60°C durante
48 horas redujo la desaparicion in vitro de la materia seca y la produccion de gas, pero

también generé una menor produccion y rendimiento de CHa. Estos resultados sugieren
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que estas condiciones de secado permiten conservar el valor nutricional del OU Pais
(compuestos fenolicos, grasa y fibra), prolongar su vida util y, su uso como ingrediente
en dietas para rumiantes con potenciales efectos positivos sobre las emisiones de CH4

entérico.

Palabras clave: subproductos del vino, compuestos bioactivos, metano, ganado
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2.1.2 Introduccidn

Las grandes cantidades de residuos generados por las industrias agricola y
alimentaria pueden ser utilizados como materia prima para obtener productos de alto valor
agregado promoviendo la sostenibilidad productiva. En la alimentacion animal el uso de
subproductos reduce los costos y preserva el rendimiento productivo (Lourenco et al.
2016), ofreciendo una solucién para reducir los impactos ambientales asociados a la
industria de transformacién, como las emisiones de GEIl vy la contaminacién del agua
(Adejumo y Adebiyi, 2020). La gran variabilidad en los contenidos de humedad,
nutrientes y compuestos bioactivos, asi como la estacionalidad de la produccion y las
necesidades de transporte y almacenamiento, dificultan el uso de estos subproductos como
ingredientes usuales en las raciones animales.

El orujo de uva (OU), subproducto constituido por semillas, hollejos y pulpa,
resultado del proceso de elaboracion del vino, representa el 20-25% del peso de la uva
(Déavila et al. 2017) y posee compuestos fendlicos con reconocidas propiedades
antiinflamatorias, antimicrobianas y antioxidantes (Granda y de Pascual-Teresa, 2018).
La inadecuada disposicion final del OU representa un problema ambiental y econémico
para la industria vitivinicola (Beres et al. 2017). Los contenidos de compuestos bioactivos,
efectos potenciales sobre la metanogeénesis, la digestion de la proteina, asi como los
contenidos de fibra y energia metabolizable, hacen del OU un subproducto valioso para
la alimentacion de rumiantes. La composicion nutricional, y los efectos del OU sobre la

fermentacion ruminal varian considerablemente segun su fuente y tipo (Russo et al. 2017).
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Sin embargo, debido a su alto contenido de humedad y a la estacionalidad de la produccién
es un producto altamente perecible, por lo cual el proceso de deshidratacion es esencial

para prolongar su vida Gtil manteniendo sus propiedades (Carmona-Jiménez et al. 2018).

La investigacion sobre el uso de OU en la alimentacion de rumiantes se ha
incrementado sustancialmente en los ultimos afios, demostrando que los valores
nutricionales y efectos sobre los parametros de fermentacion ruminal (AGV, produccién
de gas y CHg4) varian significativamente segun el origen y el tipo de OU (Hixson et al.
2016, Russo et al. 2017, Chikwanha et al. 2018). Una evaluacién adecuada de los diversos

tipos de OU permitiria establecer su potencial de uso en la alimentacién de rumiantes.

Chile se ubic6 como el octavo productor mundial de vino en 2020, con una
produccién de 10.3 millones de hectolitros (Ol1V, 2021), de la cual se derivan grandes
cantidades de OU, generando un importante desafio de manejo. La cepa ancestral Pais
(Vitis vinifera L.), conocida por su rusticidad y resistencia a plagas, asi como por tener un
alto contenido de TC, es la cuarta uva mas plantada en Chile (Ide etal. 2021). Actualmente
es objeto de multiples iniciativas publicas y privadas que pretenden su recuperacion, dado

su valor patrimonial (Gutiérrez-Gamboa et al. 2020).

La informacion disponible sobre la uva Pais se centra en la extraccion y aplicacion

de sus compuestos bioactivos, particularmente TC para la salud humana (Aguilar et al.

2016, Figueroa et al. 2020). Informacién sobre la composicion del OU Pais y su
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fermentacion ruminal es necesaria para considerar su uso en la alimentacion de rumiantes,
por lo cual el objetivo de este estudio fue comparar los efectos de la liofilizacién frente al
secado en horno de aire forzado a 40 °C por 72 h'y a 60 °C por 48h sobre la composicion
quimica, los contenidos de compuestos bioactivos, los parametros de fermentacién
ruminal y la produccion de CH4 de OU Pais, utilizando un sistema de fermentacion

ruminal discontinuo in vitro (batch).

2.1.3 Materiales y métodos

Reactivos

El carbonato de sodio (Na2COs3) y el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (reactivo DPPH)
fueron comprados a Sigma Aldrich (St. Louis, USA). El reactivo Folin Ciocalteu, el n-
hexano, el etanol, el metanol calidad HPLC, el acido clorhidrico, el &cido galico, el hidrato
de catequina (+), el 4-dimetilaminocinamaldehido (DMAC) y el &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) fueron comprados a Merck (Darmstadt,

Alemania).

Orujo de uva
Se obtuvieron 10 kg de orujo fresco (piel, semillas y pulpa) de la variedad local de
uva tinta Pais (Vitis vinifera L) del valle del Itata, vendimia de 2019; del laboratorio de

vinificacion de la Universidad de Concepcion (Nuble-Chile).
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Condiciones de secado

Se seleccionaron tres submuestras, y se asignaron al azar a un tratamiento. Una
muestra fue liofilizada a -20 °C durante 24 h (OUc) que fue considerada como control para
todos los analisis. La segunda muestra fue secada utilizando un horno a 60 °C por 48 h
(OUeo) y la tercera fue secada en horno a 40 °C por 72 h (OU40) de acuerdo con Tseng y
Zhao (2012). Las muestras fueron molidas a través de un tamiz de 2 mm (Molino de corte,

Breuer, Temuco-Chile) y almacenadas a -20 °C hasta su procesamiento.

Analisis quimicos

Los analisis fueron realizados en el laboratorio de Nutricion Animal del
departamento de Produccion Animal (Universidad de Concepcion, Chile). EI OU Pais fue
analizado acorde a los métodos descritos por la Association of Official Analytical
Chemists, AOAC (AOAC, 1997). Los analisis fueron 930.15 para el contenido de materia
seca (MS), 923.05 para ceniza total, 954.01 para proteina cruda (PC), 920.39 para extracto
etéreo (EE) y el método enzimatico-gravimétrico 973.18 para fibra detergente acida
(FDA). La fibra detergente neutra (FDN) se analiz6 segin Mertens (2002) utilizando alfa

amilasa termoestable (Ankom, Technology).

Nota: Los analisis quimicos, analisis de CPT, y PA de los substratos y/o residuos
de las fermentaciones in vitro en batch y Rusitec, que hacen parte integral de esta tesis
fueron realizados con los métodos descritos en este capitulo, salvo que se indique alguna

diferencia.
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Extraccion de compuestos fendlicos

Los andlisis de compuestos bioactivos se realizaron en el Laboratorio de Sintesis
y Biotransformacion de Productos Naturales de la Universidad del Bio-Bio (Chillan). El
OU se moli6 en un molinillo de café (1 min) hasta un tamafio de particula inferior a 0.5
mm. Previo a la extraccion de polifenoles, el OU fue desengrasado usando un aparato
soxleth con 300 mL de n-hexano como solvente, hasta agotamiento. Finalizada la
extraccion, se elimind el n-hexano a una temperatura maxima de 40 °C mediante un
evaporador rotatorio (Laborota 4000, Heidolph, Alemania). EI OU desgrasado fue
sometido a maceracion en etanol acuoso al 80% en una proporcion de 1:5 (g/mL), en un
agitador orbital (100 rpm; Unimax 1010 Heidolph, Alemania) durante 1 h a temperatura
ambiente de acuerdo con Milin¢i¢ et al. et al. (2021). El solvente fue extraido mediante
un evaporador rotatorio (Laborota 4000, Heidolph, Alemania). La fraccion polifendlica
fue recuperada y almacenada a -80 °C hasta su evaluacién. El procedimiento se realiz6

por triplicado.

Determinacién del contenido de polifenoles totales

Los contenidos de polifenoles totales (CPT) fueron determinados mediante ensayo
colorimétrico basado en el reactivo de Folin-Ciocalteau, segun Trujillo-Mayol et al.
(2019), después de revelar el color, se leyo la absorbancia a 765 nm utilizando un

espectrofotometro lector de microplacas (Epoch 256695, BioTek, Vermont, USA). Los
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resultados se expresaron como mg de equivalentes de &cido gélico/g de OU MS (eq-gm

GA/g MS).

Determinacién del contenido total de proantocianidinas

Los contenidos totales de proantocianidinas (PAC) se determinaron mediante el
método DMAC (Payne et al. 2010). En una microplaca de 96 pocillos se mezclaron 70 pL
de una dilucién del extracto y 210 pL de solucion de DMAC (0.1 mg/mL), tras 25 min de
incubacion se ley6 la absorbancia a 640 nm utilizando un espectrofotometro (Epoch
256695, BioTek, Vermont, USA). Los contenidos de PA se expresaron como eq-g de

catequina por g de OU MS (mg CatE/g MS).

Determinacion del contenido total de antocianos

El contenido total de antocianos (CAT) se determind mediante el método de pH

diferencial. Las muestras se diluyeron en soluciones tampon de pH 1.0 y pH 4.5. Las

absorbancias se midieron a 520 nm y 700 nm en un espectrofotometro Thermo Scientific

UV-Vis Orion Agua-Mate 8000 (Madrid, Espafia) y los resultados se expresaron en mg

de cianidina 3-glucosido/100 g de OU (mg cianidina 3-glucésido/100 OU MS).

Determinacion de la capacidad antioxidante
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La capacidad antioxidante se determind mediante el ensayo de barrido de radicales
de DPPH segun Brand-Williams et al. (1995) con algunas modificaciones. Una
submuestra (20 pulL) de una segunda dilucion del extracto de OU fue mezclada en una
microplaca de 96 pocillos, con 280 puL de DPPH metanolico (absorbancia 1.1), la
microplaca se mantuvo en la oscuridad durante 20 min previo a ser leida, la absorbancia
se midi6 a 517 nm utilizando un espectrofotometro (Epoch 256695, BioTek, Vermont,
USA). Los resultados se expresaron como eg-pg Trolox por g de materia seca (ug Trolox/g

MS).

Fermentacion ruminal in vitro

Todos los procedimientos utilizados en este experimento y en los estudios que
involucraron fermentaciones in vitro fueron realizados de acuerdo con las normas del
Comité de ética y bienestar animal de la Universidad de Concepcion (CBE-08-2021) y
fueron realizados en el Laboratorio de Nutricion y Sistemas Ganaderos de la Universidad

de Concepcion (Chillan, Chile).

Dos vacas fistuladas fueron alimentadas durante dos semanas antes de la
inoculacion con una mezcla de heno, maiz y minerales, y tuvieron acceso a agua y pastos
ad libitum. Se obtuvieron muestras de fluido ruminal de varias zonas del rumen, 2 h

después de la alimentacion de la mafiana, el fluido ruminal se filtr6 a través de 4 capas de
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gasa y se transportd al laboratorio en termos precalentados (39 °C) para preparar el

inoculo, una mezcla de fluido ruminal y buffer (Menke et al. 1979) en proporcién 1:3 viv.

El OU Pais se molié a 2 mm (molino de grano Breuer, Temuco, Chile) y 500 mg
de las fracciones/alicuotas obtenidas por cada método de secado se depositaron en bolsas
filtrantes Ankom® F57 (ANKOM Technology, Macedon, NY, USA), las cuales fueron
selladas y depositadas en botellas &mbar de 50 mL en la que se dispensaron 25 mL de
inéculo. Luego las botellas fueron selladas con tapones de caucho y se incubaron
(Incubadora Form Series 11 3110, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.UU.) durante

48 h a 39°C, en un agitador orbital (Heidolph Unimax, Alemania) a 90 oscilaciones/min.

La produccion de gas en cada botella se midi6 a las 2, 4, 6, 12, 24 y 48 h de
incubacion, mediante la metodologia de desplazamiento de agua (Fedorah y Hrudey,
1983). Previamente a la medicion se recogi6 una muestra de 15 mL para la determinacion
de CH4 (12, 24 y 48 h). El contenido de CH4 se midi6 segln Vera et al. (2021) utilizando
un cromatografo de gases (Agilent 7890B, Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
EE.UU.), provisto de una columna capilar (GS-CarbonPLOT, Agilent Technologies, Italia
30m, 0.32mm, 3.00um) y acoplado a un detector de conductividad térmica (TCD). El flujo
de gas portador (Helio) se ajusto a 20 mL/min, y las temperaturas fueron de 35 °C para la

columna, 185 °C para el inyector, y 150 °C para el TCD.
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El pH del medio de cultivo se comprobd con un medidor de pH (Thermo Scientific,
Orion Star A121 pH Portable Meter, USA) a las 24 h y a las 48 h de incubacion. Una vez
terminada la incubacion, las bolsas Ankom®-F57 se lavaron y secaron a 55°C durante 48
h para determinar la desaparicion in vitro de la MS (DIVMS). Los residuos de incubacién
se analizaron para determinar los contenidos de FDN como se describio en el primer
experimento. Al principio de la incubacion se recogieron muestras de indculo de 1.5 mL,
al final de la incubacion se tomaron muestras de fluido de cultivo de cada frasco para
determinar el N-NHa. Las muestras se mezclaron con 150 puL de acido tricloroacético (0.65
p/v), se centrifugaron (14.000 x g durante 10 min a 4 °C) y el sobrenadante se utilizd para
medir las concentraciones de N-NHs, con un espectrofotometro UV-VIS (Spectroquant
Pharo 300, Merck KGaA, Alemania) a 625 nm segln el método de Berthelot modificado
por Rhine et al. (1998).

Cada muestra de OU se incubo en tres réplicas técnicas y tres corridas (réplicas
estadisticas) en semanas consecutivas con seis momentos de muestreo (2, 4, 6, 12, 24y
48 h). Para este estudio se utilizaron 216 frascos en total [{(3 muestras de OU x 3 réplicas)

+ 3 blancos} x 6 tiempos de muestreo x 3 corridas (réplica estadistica)].

Célculos

La energia metabolizable (EM, MJ/kg MS) fue calculada utilizando los contenidos
de FC y EE (g/kg MS) y la produccion de gas (PG) a las 24 h de incubacion (en mL por

500 mg de MS incubada) segin Menke y Steingass (1988). La concentracién de &cidos
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grasos de cadena corta (AGCC) se calcul6 segin Getachew et al. (2000) sobre la base de
la PG a las 24 h, mediante la ecuacién:

AGCC (mmol/200 mg MS) = 0.0222 x PG - 0.00425

donde: PG es la produccion neta de gas a las 24 h (mL/200 mg MS).

Los resultados de los parametros de la cinética de la DIVMS se ajustaron
utilizando la ecuacion no lineal de Gompertz (Lavrenéi¢ et al. 1997) y los resultados de
los parametros de la cinética de PG y CHa se ajustaron utilizando la ecuacion no lineal de
Gompertz (Schofield et al. 1994). El gas neto (mL) o CH4 (mg) en cada tiempo de
muestreo, dividido por g de MS degradada (DMD), se presenta como rendimientos de gas

y CHa.

Analisis estadistico

Los analisis quimicos se realizaron por triplicado y los datos se presentaron en
base seca como la media + desviacion estdndar. Los efectos del méetodo de secado se
analizaron en relacién con las diferencias significativas mediante las pruebas ANOVA 'y
Tukey para comparacion de medias con un nivel de significancia del 5% (p < 0.05), los

resultados se procesaron con el software Statgraphics Centurion XV1.1 (Rockville, USA).
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Los datos de la fermentacion in vitro fueron analizados mediante ANOVA de una
via y la prueba de Tukey para abordar diferencias significativas. Los resultados de los
pardmetros de fermentacion in vitro, produccion de gas y CH4 se analizaron en un disefio

de blogues completos al azar:

Yij= p+ ai + Bj+ eij

donde: Yij es cada observacion; p es la media global de las observaciones; ai es la
muestra de OU; Bj es la incubacion; y &ij es el error residual. Para todos los andlisis el
nivel de significancia estadistica del efecto se defini6 como p < 0.05. Los analisis se
realizaron usando el software Stata Ver. 15.1 (StataCorp LP, College Station, Texas,

Estados Unidos).

2.1.4 Resultados

Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de OU Pais bajo distintas

condiciones de secado

Las condiciones de secado afectaron el contenido de compuestos bioactivos y la
capacidad antioxidante del OU Pais (Tabla 2.1.1). Con la excepcion de los PAC, los

contenidos de compuestos bioactivos fueron menores en el OU Pais secado en horno
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comparado con el OU Pais liofilizado. Los valores de CPT de OU Pais liofilizado fueron
de 24.24 eq-mg acido galico/g MS y la capacidad antioxidante de 148.4 eq-ug Trolox/g
MS. El secado en horno redujo los valores de CPT (p = 0.001) en OU Pais en comparacion
con el OU liofilizado. Un menor contenido de CPT fue registrado para OU4o comparado
con OUso. Los contenidos de proantocianidinas (p = 0.043) en OUeo fueron superiores a
los contenidos en OU liofilizado y OUa4o. Los contenidos de antocianos fueron afectados
por las condiciones de secado (p = 0.045), siendo menores para OU4o y para OUeo en
comparacion con OU liofilizado. La capacidad antioxidante de OU Pais se redujo por el
secado en horno (p = 0.004), cuando se compar6 con OU liofilizado, siendo mayor esta

reduccion para OU4o (26%) que para OUeo (7%).

Efectos de las condiciones de secado en la composicion quimica del OU Pais

La materia seca fue afectada por las condiciones de secado (p <0.001), con mayor
contenido de MS en OU secado en horno que en OU liofilizado (Tabla 2.1.1), aunque no
se registraron diferencias entre los OU secados al horno. Los contenidos de cenizas, MO,
EE y carbohidratos no fibrosos fueron afectados por las condiciones de secado. Los
contenidos de cenizas (p = 0.003) fueron mayores para OUa40 y OUs0, comparados con OU
liofilizado, pero no hubo diferencias entre OU40 y OUeo. L0Os contenidos de extracto etereo
del OU Pais secado en horno estuvieron en el rango de 9.8-10% MS, siendo mayores 7'y
10% para OU40 y OUso, respectivamente comparados con OU liofilizado (p = 0.042). Los

carbohidratos no fibrosos fueron menores (p = 0.003) para OUs0 Yy OUeo que para OU
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liofilizado. No se registraron efectos sobre los contenidos de proteina de OU Pais, que

estuvieron entre 9.6% y 9.9% MS. Asimismo, los contenidos de FDN, FDA vy lignina de

OU Pais no fueron afectados por las condiciones de secado, estos componentes

representaron el 41%, 42% y 30% MS, respectivamente. No hubo efectos sobre la EM de

OU Pais, cuyos contenidos estuvieron entre 9.6-10.2 MJ/kg MS.

Tabla 2.1.1. Composicion quimica, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante in

vitro del orujo de uva Pais bajo diferentes condiciones de secado (g/kg MS si no se

indica algo diferente)

Item OUc OUso OUso valor
Materia seca (g/kg 022.4+6.258  937.4+3.26A  044.5:4.32  <0.001
materia fresca)
Ceniza 77.8+2.358 102.2+4.124 104.2+43.98%  0.003
Materia organica 914.6+7.23¢ 927.246.428 934.1+5.234  <0.001
Proteina cruda 96.1+3.78 98.4+4.01 99.844.12 0.205
Extracto etéreo 91.4+7.21B 100.1+5.164 98.2+5.254 0.042
Fibra detergente neutro 413.5+4.98 416.7£5.34 414.7+6.42 0.452
Fibra detergente cido 418.5+8.25 420.1£7.35 422.1+7.86 0.149
Lignina 300.5+3.12 303.6+3.75 302.3+3.56 0.122
Carbohidratos no 321.2+5.76A 282.6+4.88AB 290.8+4.458  0.033
fibrosos?
Glucosa 5.4+1.05 5.2+1.53 5.4+1.09 0.209
Sacarosa 6.5+1.29 6.1+0.95 6.6x1.12 0.913
CPT® 24.2+1.66A 14.6+1.50¢ 18.4+1.778 0.001
PAC 58.8+6.498 52.2+9.82¢ 68.9+5.014 0.043
CATH 3.52+1.344 2.01+1.96¢ 2.46+0.66° 0.045
DPPH® 148.4+2 .65 109.9+7.83¢ 137.8+4.158  0.004

Cada dato representa la media de tres replicas + la desviacion estandar.
A-CLetras distintas en la misma fila indican diferencias significativas de las medias (p < 0.05)
aCarbohidratos no fibrosos (CNF)= 100 —-PC — EE — FDN - Cenizas
bCPT: Contenidos de polifenoles totales (eq-g AG/g MS)
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°PA: Contenidos de proantocianidinas totales (eq-g CAT/g MS)
dCAT: Contenidos de antocianos totales (mg cianidina-3-glucosido/g MS)
¢DPPH ensayo de eliminacion de radicales para determinar la actividad antioxidante (eg-pg Trolox/g MS)

Parametros de la fermentacion ruminal y produccion de CH4 entérico de OU Pais

bajo diferentes condiciones de secado

Cinética y parametros de la fermentacion ruminal in vitro

Los parametros de la fermentacion ruminal in vitro y de la cinética de la
fermentacion fueron afectados por las condiciones de secado del OU (Tabla 2.1.2). La
fraccién potencialmente degradable (B) fue mayor para el OUc que para OU secado en
horno (p = 0.014), mientras que la tasa de degradacion relativa (C) (p = 0.035) y el factor
de eficiencia microbiana (A) (p = 0.021) fueron mayores para el OUso en comparacion con
OUc. Las diferencias en la DIVMS entre los tratamientos fueron bajas al principio de la
fermentacion, pero después de 6-h hubo una marcada diferencia entre el OU secado en
horno y el OU liofilizado. El secado en horno redujo en 16% y 14% la DIVMS a las 48 h
para OU40 y OUeo, respectivamente, en comparacion con OUc. La PG alas 24 h (p <0.001)
se redujo en 14 y 18% para OU40 y OUso, respectivamente (Tabla 2.1.3). Resultados

similares se registraron a las 12 h (p <0.001) y 48 h (p <0.001) de incubacién.
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Tabla 2.1.2. Efectos de las condiciones de secado del OU Pais sobre los parametros de

la cinética y la desaparicion in vitro de la materia seca (DIVMS) a las 48 h de

incubacion

Item! OUc OUswn OUs EEM? P-valor
B 1954 17.1® 17.08 036 0.014
C 0.74® 0.84%8 1394 0.122 0.035
A 0.633% 0.706% 1.318~ 0.0630 0.021

Desaparicion in vitro de la materia seca (%)
2h 142~ 129® 1378 060 0.028
4h 148A 13.3% 1432 042 0.039
6h 16.0A 1428 142® 035 0.002
12h 1714 158® 1528 027 <0.001
24h 207~ 17.7®% 17.08 040 <0.001
48h 2447~ 2068 21.1B 042 <0.001

A-BL etras distintas en la misma fila indican diferencias significativas de las medias (p < 0.05)

!B = fraccion potencialmente degradable (%); C = tasa de degradacion relativa (/h); A = factor de eficiencia

microbiana
2 Error estandar de la media

La produccion asintotica de CHs (p = 0.018) y la fase lag (p = 0.017) fueron

menores para el OUeo que para OU40 y OUc. La produccion de CHs alas 24 h (p = 0.017)

y a las 48 h (p <0.001) fueron 23% y 16% mas bajas para OUeo que para OUc. No se

registraron diferencias entre OU40 y OUc. El rendimiento de CH4 de OUso fue 43% menor

alas 6 h (p <0.001), 31% a las 24 h (p = 0.016) y un 13% menor a las 48 h (p = 0.001)

comparado con OUc. El porcentaje de CH4 a las 24 h (p <0.001) y a las 48 h (p <0.001)

de incubacion fue menor para OUeso comparado con OUc. No se registraron diferencias

entre OU40 y OUeo.
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Tabla 2.1.3. Efectos de las condiciones de secado de OU Pais sobre la cinética y

produccidn de gas, CHas y rendimiento de CHasa las 48 h de fermentacion in vitro.

ltem! OUc OUsxn OUsx EEM? P-valor
Pardmetros de la cinética de produccion de gas
b 65.48 58,54 5974 0.85 0.016
C 0.1 0.1 0.1 0.01 0.812
L 0.8 0.6 0.6 0.15 0.613
Produccion de gas (mL/g MS incubada)
2h 100 96 10.2 0.70  0.854
4h 20.3* 16.8% 18478 074 0.010
6h 208~ 18.98 194® 036 0.004
12h 36.2 349 358 2.77  0.992
24h 543 4858 50.0°® 158 0.017
48h 66.84 59.2B 6148 1.03 <0.001
Parametros de la cinética de produccion de CHs
b 16.8A 16.74 1458 036 0.018
c 0.1 0.1 0.1 0.0011 0.458
L 278 3.2A 258 0415 0.017
Produccion de CH4 (mg/g MS incubada)
6h 3.3 3.1 2.9 0.03 0.323
12h 43~ 47~ 268 0.05  0.002
24h 83% 864 648 0.16  0.017
48h 1404 145* 118 031 <0.001
Rendimiento de CH4 (mg/g MS desaparecida)
6h 176~ 1468 129° 045 0.021
12h 29.64 25.28 16.8° 0.83 <0.001
24h 437 34328 30.08 314 0.016
48h 62.34 5568 5458 141 0.001
CHa (% de gas)
6h 265% 265 2458 0.05 0.003
12h 5.1 5.6 5.4 0.03  0.045
24h 564 544 518 0.06 <0.001
48h 9.94 924 88" 0.02 <0.001

A-BL etras distintas en la misma fila indican diferencias significativas de las medias (p < 0.05)

p = produccién asintética de gas o de CH4 (mL/g DM incubada); ¢ = tasa de produccion de gas o CH4 (/h);
L = fase lag (h).

2 Error estandar de la media
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Las condiciones de secado no afectaron la desaparicion in vitro de la FDN (p =
0.256), ni la concentracion de nitrégeno amoniacal (p = 0.516) (Tabla 2.1.4). EI OU
liofilizado tuvo un pH maés bajo que el OU secado al horno (p = 0.006), pero no se
registraron diferencias entre OU40 y OUso. El secado en horno redujo las concentraciones
de acidos grasos de cadena corta (AGCC) (p <0.001) aunque no hubo diferencias entre

OUa10 y OUso.

Tabla 2.1.4. Efectos de las condiciones de secado del OU Pais sobre los parametros de

fermentacion in vitro a las 48 h de incubacion

Item? OUc  OUsgp OUs EEM?  P-valor
Desaparicion in vitro FDN (g

FDN/100 g FDN) 26.8 271 263 0.21 0.256
pH 6.858  6.89A 6.88% 0.013 0.006
AGCC (mmol/g MS) 1504 1378 1.358 0.021 <0.001
N-NHs (mg/dL) 8.97 820 887 0472 0.516

A-BL etras distintas en la misma fila indican diferencias significativas de las medias (p < 0.05)
IAGCC, acidos grasos de cadena corta
2 Error estandar de la media

Hubo una relacién lineal negativa entre el rendimiento de CH4 y los contenidos de
extracto etéreo (r=-0.45, p = 0.012), cenizas (r = -0.895, p <0.001) CPT (r = -0.41, p
<0.001) y PA (r =-0.11, p <0.05) (Figura 2.1.1). No se identificaron relaciones entre el
rendimiento de CHa y los contenidos de FDN (r =0.02, p > 0.05), FDA (r=0.03, p > 0.05)

y lignina (r = 0.02, p > 0.05).
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Figura 2.1.1. Relaciones entre la produccion de CH4 (mg/g MS desaparecida) a
las 24 h de fermentacidn y los contenidos de extracto etéreo (g/kg MS) (A),
cenizas (g/kg MS) (B)CPT (g/kg ms) (C) y PA (g/g MS) (D) de OU Pais. CHa4
(*), respuesta predicha (—).

2.1.5 Discusion

Efectos de las condiciones de secado sobre los contenidos quimicos y bioactivos del
OU Pais.

Los contenidos de polifenoles totales y la capacidad antioxidante del OU Pais
analizado en este estudio coinciden con Teles et al. (2018), pero son superiores a los
reportados por Chikwanha et al. (2018). El secado en horno de OU Pais redujo los
contenidos de compuestos bioactivos comparado con OU liofilizado, resultados

semejantes a los de Coklar and Akbulut (2017). Por su parte, Teles et al. (2018) reportaron
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mayores contenidos de polifenoles en OU secado en horno a 60°C que en OU secado a
40°C. Las temperaturas de secado y tiempos de exposicion determinan la estabilidad de
los compuestos fendlicos (Guaita et al. 2021), altas temperaturas degradan los polifenoles
y afectan la actividad antioxidante (Vashisth et al. 2011), esto podria explicar las
diferencias registradas entre OU40 and OUso. Esto es resultado de la accion del polifenol
oxidasa, enzima presente en el OU relacionada con la oxidacion y degradacion de
polifenoles (O'Donnell et al. 2010). Tiempos de exposicion superiores a 30 minutos, a
temperaturas de 60-70°C son suficientes para inactivar la enzima (Terefe et al. 2015); sin
embargo, 40°C es una temperatura muy baja para inactivar esta enzima (Teles et al. 2018).

Esto explica las diferencias registradas entre OUso y OU4o0.

Las altas temperaturas, asi como la liofilizacién de OU reducen los contenidos de
proantocianidinas (Pires et al. 2021). Los mayores contenidos de PA obtenidos en OUso
en comparacion con las otras condiciones de secado son consistentes con los resultados
de Fuleki y Ricardo-da Silva (2003), quienes reportaron la maceracion a 60 °C durante 60
minutos como el mejor método de extraccion de PA de las uvas. Los PA de OUso son
superiores a los valores reportados para orujos de otras variedades de uva secados al horno
y al sol (Chikwanha et al. 2018), liofilizados (de la Cerda-Carrasco et al. 2015), y secados
en horno (Guaita y Bosso, 2019). Los contenidos de antocianos fueron mas bajos en OU
Pais secado en horno que liofilizado, reducciones més acentuadas en OUao, que al igual
que las reducciones de CPT pueden ser el resultado de procesos oxidativos que implican

la accion de la polifenol-oxidasa (Lingua et al. 2016).
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La capacidad antioxidante del OU Pais coincide con reportes previos para OU tinto
seco (Ozkan et al. 2022). Estos autores informaron una estrecha correlaciéon entre la
capacidad antioxidante del OU y los contenidos de polifenoles totales. Como en ese
estudio, la reduccion de la capacidad antioxidante de OU Pais secado en horno podria ser

el resultado de la reduccién de CPT y antocianos totales.

Efectos de las condiciones de secado en la composicion quimica del OU Pais

El incremento en los contenidos de MS del OU Pais secado en horno coinciden
con los de Tseng y Zhao (2012) y con los de Chikwanha et al. (2018), quienes evaluaron
los contenidos nutricionales de OU secado en horno, al sol y liofilizado. Una menor
humedad en las muestras de OU Pais secadas en horno podria ser la razon de los superiores
contenidos de algunos de los compuestos quimicos en OUao0 y OUso. L0s contenidos de
cenizas del OU Pais fueron superiores que los contenidos reportados para OU tintos
(Bender et al. 2020), pero coinciden con los resultados de OU tintos despalillados
(Rainero et al. 2021) y pieles de uvas tintas (Tseng y Zhao, 2012). Elevados contenidos
de cenizas indican un alto contenido de minerales y puede ser resultado de un alto
contenido de palillos en el OU (Pop et al. 2015). Los contenidos de PC de OU Pais,
indistintamente de las condiciones de secado, fueron inferiores a los contenidos reportados
para OU tinto (12.8-14.4% MS) (Moate et al. 2020, Vinyard et al. 2021), pero coinciden

con los contenidos reportados para OU blanco (9 — 9.8% MS) (Chikwanha et al. 2018,
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Jurécek et al. 2021). Estos contenidos son menores a los requerimientos minimos (120-
180 g/kg MS) para el correcto funcionamiento de los microorganismos fibroliticos del
rumen (Schwab et al. 2005). Esto sugiere que el uso de OU Pais en dietas para rumiantes
requiere de fuentes adicionales de nitrégeno o su combinacién con ingredientes de mayor
contenido proteico. Los contenidos de EE del OU Pais secado al horno estuvieron dentro
del rango de 7-12.5% de MS reportado por diferentes investigadores (Jin et al. 2019,
Vinyard et al. 2021). Contenidos de extracto etéreo superiores a 80 g/kg MS pueden
reducir la fermentacion ruminal por toxicidad de los microorganismos ruminales (Jenkins,
1993) o porque la grasa cubre las particulas de fibra, impidiendo que los microorganismos
accedan a ellas (Hur et al. 2017). Al igual que con la CP, es necesario considerar los
contenidos de EE y de otros componentes de las dietas a fin de evitar efectos negativos en

los parametros de fermentacion.

Reportes previos presentan una amplia variabilidad en los contenidos de FDN del
OU entre el 24-48.5% MS (Chikwanha et al. 2018, Gowman et al. 2018), de FDA entre
34.0-53.5% MS (Caetano et al. 2019, Barraso et al. 2021) y de lignina entre 13.7-38.2%
MS (Juracek et al. 2021, Vinyard et al. 2021). Los contenidos de FDN vy lignina del OU
Pais fueron inferiores a los reportados por Moate et al. (2020), Vinyard et al. (2021) y
Tayengwa et al. (2021) para OU usados en alimentacion de rumiantes, pero coinciden con
los resultados de ensayos in vitro (Russo et al. 2017, Hixson et al. 2016). El contenido de
celulosa del OU Pais fue similar a los contenidos reportados por Gowman et al. (2018),

pero inferior a los contenidos entre 20-40% de los alimentos regulares para el ganado
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(Dehority, 1991). El OU tinto contiene bajas concentraciones de azlcares, porque estos se
digieren durante el proceso de fermentacion del vino (Gowman et al. 2018), por lo cual
era de esperarse bajos contenidos de glucosa y sacarosa en el OU Pais. Similarmente, los
contenidos de EM del OU Pais fueron bajos comparados con los contenidos reportados
(7.3-13.8 MJ/kg MS) para OU por Russo et al. (2017), Hixson et al. (2018) y Moate et al.
(2020). Estos autores concluyeron que, dado su contenido de fibra, grasa bruta y energia
metabolizable, el OU puede ser un recurso util para alimentacion de rumiantes durante
periodos de escasez de alimentos, con el potencial de reducir las emisiones de CH4

entérico.

Parametros de la fermentacion ruminal in vitro

Se han reportado bajos valores de DIVMS para OU (25-30%), atribuidos al alto
contenido de lignina (30-40% de MS) (Famuyiwa y Ough, 1990), asi mismo una baja
digestibilidad de nutrientes (< 30%) que ha sido explicada por el alto contenido de taninos
en el OU (Baumgartel et al. 2007). La DIVMD de OU Pais fue mas baja que las reportadas
previamente. Los contenidos de lignina en OU Pais fueron menores a los reportados
previamente, entonces es posible que los contenidos de lignina no sean responsables de la
baja DIVMS. La ceniza no se fermenta en el rumen y OU Pais contiene altos contenidos
de cenizas. La grasa reduce la fermentacién ruminal y los taninos condensados inhiben

los microbios y las enzimas fibroliticas, reduciendo la digestibilidad de la MS (Vasta et
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al. 2019). Es posible que la baja DIVMD de OU Pais sea el resultado de los efectos

combinados de los mayores contenidos de cenizas, EE y PAC.

El potencial antimetanogénico del OU se ha asociado a sus contenidos de taninos
condensados (Moate et al. 2014; Hixson et al. 2016) y considerando el alto contenido de
proantocianidinas en OU Pais, se esperaria un alto potencial antimetanogénico. Por el
contrario, el porcentaje en gas y la produccion de CH4 de OU Pais OU son superiores a
los resultados reportados previamente (Hixson et al. 2016; Atalay, 2020). Las diferencias
en los parametros de produccion de gas y CHs de OU Pais bajo diferentes métodos de
secado pueden ser el resultado de cambios en la composicién quimica, discutidos
anteriormente. Al igual que en estudios anteriores, los resultados de proantocianidinas y
EE de OU Pais sobre la metanogénesis ruminal no son concluyentes, por lo que es

necesario realizar mas investigaciones en este ambito.

La adicion de taninos a la dieta da lugar a un deterioro de la fermentacion, una baja
produccién de AGCC y una reduccion de las poblaciones de metandgenos Yy
microorganismos fibroliticos (Diaz-Carrasco et al, 2017). En este estudio no se registraron
efectos sobre la desaparicion de la FDN, por lo que parece poco probable un efecto
especifico sobre las poblaciones fibroliticas. La baja concentracion de AGCC de OU Pais
podria ser el resultado de los contenidos de taninos, aunque también podria ser efecto de

la formacion de complejos entre taninos y proteinas o carbohidratos (Makkar, 2003). Las
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relaciones entre EE, proantocianidinas y CHa registrada en este estudio coinciden con los

reportes de Atalay (2020) y Moate et al. (2014).

Aunque el OU Pais liofilizado retuvo una mayor cantidad de compuestos
bioactivos, la liofilizacion no es un método de secado conveniente para el procesamiento
competitivo de OU para la alimentacion de rumiantes. El secado al horno de a 60°C
durante 48 horas mostré una retencion aceptable de sustancias bioactivas y de la
composicién quimica, asi como resultados positivos sobre la reduccién de la
metanogénesis ruminal, esto sugiere un potencial para su incorporacion en las dietas de

rumiantes.

2.1.6 Conclusién

El secado en horno a 60 °C durante 48-h permitié conservar el OU Pais mas alla
de la temporada de produccion por reduccion del contenido de humedad, que ademas de
mejorar su perfil quimico permitio una alta retencién de polifenoles y mantuvo capacidad
antioxidante. Estos resultados sugieren que el OU Pais 60 °C es una buena fuente de
compuestos fendlicos, grasa y fibra dietética, que podria incorporarse a la alimentacion de
rumiantes, con potenciales efectos sobre la reduccion de las emisiones de metano enterico.
Sin embargo, es necesario considerar sus contenidos de proteinas y EE para su

incorporacion en dietas ajustadas a los requerimientos nutricionales de los animales.
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2.2EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS DE LOS

COMPUESTOS BIOACTIVOS DE ORUJO DE UVA PAIS

2.2.1 Resumen

El objetivo de este estudio fue optimizar el proceso de extraccion de compuestos
bioactivos del OU Pais mediante la extraccion asistida por microondas para generar un
extracto polifendlico estandarizado con potencial como aditivo alimentario en rumiantes.
Orujo seco de uva tinta de la cepa Pais fue procesado mediante dos métodos de extraccion
utilizando mezclas hidroetandlicas en diferentes proporciones como solventes. Los
métodos usados fueron extraccion convencional sélido-liquido en Soxhlet y extraccion
asistida por microondas (EAM). La eficiencia del proceso de extraccion se determiné en
términos de rendimiento de extraccion, contenido de polifenoles totales (CPT), contenido
de proantocianidinas (PAC) y capacidad antioxidante. Los extractos obtenidos mediante
EAM resultaron ricos en compuestos fendlicos (hasta 363.09 mg GAE/g MS y 86.24 mg
CAT/g MS), igualmente presentaron una alta capacidad antioxidante (310.10 pg
TEAC/g). La extraccion asistida por EAM incrementd en 59% los CPT, en 60% los PA 'y
en 182% la capacidad antioxidante de los extractos comparados con aquellos obtenidos
mediante extraccion convencional. Se identificaron los principales compuestos fendlicos
primarios por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), encontrando acido galico,

acido cafeico, 4acido cumarico, quercetina, naringina, kaempferol, catequina y
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epicatequina en los extractos hidroetanélicos de OU Pais. Asi mismo, se identifico el perfil
lipidico encontrando que el 17.4% de los acidos grasos presentes en el aceite extraido por
Soxleth corresponden a acidos grasos saturados y el 82.3% a acidos grasos insaturados,
siendo el acido graso linoleico el mas abundante con el 60.4%. El extracto de OU Pais
obtenido mediante EAM es una buena fuente de compuestos bioactivos, especialmente
proantocianidinas o taninos condensados, con potencial de uso como aditivo alimentario

en rumiantes.

Palabras clave: polifenoles, antioxidantes, extraccion, aditivos
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2.2.2 Introduccién

La produccion de vino genera grandes cantidades de residuos, entre ellos orujo de
uva (OU), constituido por pieles, pulpas y semillas, que conserva grandes cantidades de
compuestos fendlicos, debido a la ineficiencia en la transferencia de estos de la uva al vino
(Lorrain et al. 2013). EI OU Contiene &cidos fendlicos, flavonoides, antocianidinas y
proantocianidinas (Drevelegka y Goula, 2020). Las proantocianidinas o taninos
condensados (TC), son compuestos fendlicos poliméricos solubles en agua, formados por
monomeros de flavan-3-ol y sus derivados, ligados por enlaces C-C o, C-O-C (Lamy et
al. 2016). Usados comunmente en la industria de curtiembre, como adhesivos y en la
industria del vino, los TC han sido introducidos en la alimentacion animal en los ultimos
afios. Estos compuestos afectan la fisiologia animal de diferentes formas, dependiendo del
tipo, estructura quimica y peso molecular, la cantidad ingerida y la especie animal de que
se trate (lanni y Martino, 2020). Los taninos han demostrado potencial para el control de
endoparasitos (Hoste et al. 2022), la reduccién de CH4 entérico y una mejor utilizacién
del nitrogeno (N) en rumiantes (Vargas et al. 2022). Igualmente, su uso como aditivo
alimentario mejora la estabilidad oxidativa y térmica, asi como el perfil lipidico de carne

y leche (Vastolo et al. 2022).

La recuperacion de taninos desde residuos y subproductos agroindustriales
minimiza impactos ambientales y costos de eliminacién, a la vez que afiade valor e

incrementa el desarrollo de nuevos productos (Fraga-Corral et al. 2021). La composicion
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quimica y compuestos bioactivos de las uvas y del OU, estan determinados por factores
como la variedad de uva, el ambiente, practicas de manejo y de procesamiento, por lo cual
las técnicas de extraccion de bioactivos deben ser aplicadas en funcion de la composicién
y del propdsito de uso de sus extractos (Ghendov-Mosanu et al. 2022). Diversas técnicas
han sido utilizadas para la recuperacion de compuestos bioactivos incluyendo la
extraccion convencional solido-liquido, ampliamente utilizada a escala industrial (Tapia-
Quirds et al. 2022), que se caracteriza por largos tiempos de proceso, el uso de uso de
altas temperaturas y solventes organicos que pueden degradar los compuestos bioactivos,
y generar serios impactos ambientales (Loncari¢ et al. 2018). Nuevas técnicas de
extraccion, como la extraccidn asistida por microondas (Garrido et al. 2019) han sido
exploradas, esta reduce el tiempo de extraccion (Esquivel-Hernandez et al. 2017),
demanda menor cantidad de solventes y genera mayores rendimientos (Moreira et al.
2018). Su eficacia depende de parametros como la temperatura, el tiempo de irradiacién
y la potencia de las microondas, asi como el solvente de extraccion y las caracteristicas
propias del material vegetal. La falta de uniformidad en la composicion del OU dificulta
la optimizacion de los parametros de extraccion de sus compuestos bioactivos (Ghendov-
Mosanu et al. 2022), por lo cual las condiciones de extraccion varian entre distintas

variedades de OU.

Respecto a la uva Pais, se ha establecido que uvas y zumos presentan contenidos de

polifenoles totales entre 10-50 mg GAE/g, y una capacidad antioxidante entre 5.5-55

mmol Trolox equivalente /L (Lutz et al. 2012, Aguilar et al. 2018, Ide et al. 2021). Las
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semillas de uva Pais presentan altos contenidos de proantocianidinas, caracterizadas por
un bajo peso molecular, con epicatequina y epicatequina gallato como unidades
monomeéricas mas abundantes (Figueroa et al. 2020). La informacion sobre el OU Pais o
sus extractos es escasa; sin embargo, considerando los reportes de sus altos contenidos de
proantocianidinas, la alta disponibilidad de OU en las zonas vitivinicolas y los potenciales
impactos de los TC sobre las emisiones de CHas entérico y de nitrogeno derivadas de la
produccidn de rumiantes, el objetivo de este estudio fue optimizar el proceso de extraccién
asistida por microondas de compuestos bioactivos del OU Pais para generar un extracto

polifendlico con potencial como aditivo alimentario en rumiantes.

2.2.3 Materiales y métodos

Reactivos

Se utilizo el reactivo de Folin Ciocalteu (2 N), etanol, metanol gradiente para
HPLC, >99.9%, n-hexano, &cido clorhidrico, &cido galico (97-102,5% de pureza),
catequina hidrato (+) y acido 6-hydroxy-2,- 5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylico
(Trolox) (Merck, Darmstadt, Germany). El reactivo de DPPH- (1,1-Difenil-2-
picrilhidrazilo, carbonato de sodio (Na2COs) y 4-(Dimethylamino) cinnamaldehydo

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO).

74



Preparacion de la muestra de OU pais

Se recolectd OU de la cepa Pais (Vitis vinifera L.) proveniente del valle del Itata
(Nuble-Chile), de la vendimia de 2019, del laboratorio de microvinificacion de la
Universidad de Concepcion (Chillan-Chile). Inmediatamente después del descube las
muestras fueron secadas en horno de aire forzado a 60°C durante 48 horas hasta alcanzar
una humedad residual de 5.6%. Posteriormente, las muestras fueron molidas a 2 mm,
empacadas en bolsas herméticas y mantenidas a -80°C hasta su procesamiento, los
extractos fueron preparados en los tres dias posteriores a la molienda. Inmediatamente
antes de la extraccién el OU fue descongelado a temperatura ambiente y molido en un
molino de café, de acero, durante 20 segundos hasta llegar a un tamafio de particula

aproximado de 0.5 mm.

Extraccion de compuestos bioactivos del OU Pais

Previo a la extraccion, submuestras de cinco gramos de OU Pais de cada método
de desecacion fueron desengrasados usando un aparato Soxhlet usando éter de petroleo
(100 mL) como solvente, hasta agotamiento. El solvente fue removido por evaporacion
en rotovapor (Laborota 4000, Heidolph®, Alemania) a 40°C segun Da Porto et al. (2013).
El residuo fue mantenido en estufa a 40°C por dos horas para eliminar cualquier resto de

humedad. El orujo desengrasado obtenido fue colectado y almacenado a -80°C hasta el
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proceso de extraccion. La fraccion polar obtenida fue colectada y almacenada para

posterior analisis de acidos grasos.

Extraccion convencional

Se realizd una maceracion convencional para obtener extractos que sirvieran de
control. Una mezcla de 500 mg de OU y 20 mL solvente (etanol-agua destilada, 80:20
v/v) fue incubada en un agitador orbital (100 rpm; Unimax 1010 Heidolph, Alemania)
durante 1 h a temperatura ambiente de acuerdo con Milin¢i¢ et al. (2021). Una vez
terminada la incubacién, el liquido se filtr6 a traves de papel de filtro Whatmann N° 1y
el solvente fue removido por evaporacion en rotavapor (Laborota 4000, Heidolph®,
Alemania), a temperatura maxima de 40°C. El extracto obtenido fue recuperado, pesado
y el rendimiento de extraccion calculado como un porcentaje del peso del extracto
obtenido, en relacion con la materia seca de la muestra utilizada para la extraccién, como

se describe en la ecuacién:

e . Masa del extracto
Rendimiento de extraccion(%) = ( ) 00
Masa de la muestra

El extracto obtenido fue conservado en oscuridad a -80°C hasta su evaluacién. La

extraccion fue realizada por triplicado.

76



Extraccién asistida por microondas

Los compuestos fendlicos fueron extraidos usando un equipo de microondas CW-
2000 (Shangai Xtrust Analytical Instrument, China), equipado con un condensador de
reflujo de aire y agua y un agitador magnético. Se depositaron muestras de OU
desengrasado junto al solvente en un matraz de extraccion. Una vez se completd la
extraccion, los extractos fueron filtrados al vacio (papel 1.90 mm?¢) y el solvente
recuperado por evaporacion en rotavapor (Laborota 4000, Heidolph®, Alemania) a
temperatura maxima de 40°C. El rendimiento de extraccion fue determinado como un
porcentaje del peso del extracto obtenido en relacion con la materia seca de la muestra
utilizada para la extraccion, como se describié previamente. A cada matraz con extracto
se adiciond 5 mL de solvente, se centrifugd (4900 rpm, 4°C por 15 minutos) y se toméd
alicuotas de cada uno en una dilucion en agua destilada (1:100 v/v), las cuales se
mantuvieron en oscuridad a -80°C hasta su analisis. Todas las extracciones se realizaron

en duplicado.

Disefio experimental para la modelizacion y optimizacion de extraccion asistida por

microondas

Se utilizé un disefio factorial de cuatro factores con tres niveles cada uno (4”3),

para establecer las condiciones dOptimas para maximizar la extraccion asistida por

microondas, de compuestos fendlicos del OU Pais. La variables evaluadas fueron: la
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concentracion de etanol en la mezcla de etanol y agua (%, v/v), la relacion soluto-solvente
(g/mL), el tiempo de extraccion en segundos (s) y la potencia de extraccion del microondas
(W), las variables y sus niveles son descritas y codificadas en la Tabla 2.2.1., cada
extraccion se realiz6 en duplicado. Las respuestas evaluadas fueron rendimiento de
extraccion (%), contenido de polifenoles totales (mg GAE/g OU), contenido de

proantocianidinas (mg CAT/g OU) y capacidad antioxidante (eg-mg Trolox /g OU).

Tabla 2.2.1. Factores y niveles evaluados en la extraccidn asistida por microondas

NIVEL
FACTOR 1 0 1
Concentracion solucién etandlica (%, v/iv) 40 80 100
Relacion soluto-solvente(g/mL) 1:40 1:20 1:10
Tiempo (s) 60 100 120
Potencia (W) 200 400 800

Anélisis de los extractos

Determinacién del contenido de polifenoles (CPT). El contenido de polifenoles
totales se determind mediante el método de Folin-Ciocalteu (Singleton and Rossi, 1965).
Se mezclaron 30 uL del extracto diluido en agua destilada (1:100 v/v), con 150 uL de
reactivo de Folin-Ciocalteu diluido en agua destilada (1:10 v/v) en una microplaca de 96
pocillos, se adicionaron 120 pL de una solucion acuosa de carbonato de sodio (7.5%, p/v),
y la mezcla se dejé incubar por 45 minutos en la oscuridad. Se midié la absorbancia en un
espectrofotometro lector de placas (Epoch 256695, BioTek, Vermont, USA) a 765 nm.
Todos los andlisis se realizaron por triplicado. Los resultados obtenidos son expresados

en mg de equivalentes de acido galico/g de materia seca (mg GAE/g MS). Previo a las
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mediciones se realiz6 una curva de calibracion con soluciones estandar de acido galico en

el rango de concentraciones entre 0.2 a 1.6 mg/mL.

Cuantificacion de proantocianidinas (PAC). Se realiz6 por el método de DMAC
ajustado (Payne et al. 2010), se realiz6 una segunda dilucion (1:100 v/v) de cada alicuota
de los extractos. En una placa de 96 pocillos, se mezcld 70 uL de muestra con 230 pL del
reactivo DMAC (0.1 mg/mL), se incubd en la oscuridad durante 20 minutos y la
absorbancia fue leida en un espectrofotometro (Epoch 256695, BioTek, Vermont, USA)
a 640 nm. Se uso etanol como blanco y todas las mediciones se realizaron por triplicado.
Las concentraciones se determinaron por comparacion con una curva de calibracion de
catequina entre 50 y 500 pg/mL. Los resultados fueron expresados en mg de catequina

equivalente por g de materia seca (mg CAT/g OU).

Determinacién de actividad antioxidante. La capacidad antioxidante se
determiné mediante el ensayo de barrido de radicales de DPPH segun Brand-Williams et
al. (1995). Una submuestra (20 uL) de una segunda dilucion del extracto de OU fue
mezclada en una microplaca de 96 pocillos, con 280 uLL. de DPPH metandlico (absorbancia
1.1), se incubd en oscuridad por 20 minutos. La absorbancia se midi6 a 517 nm utilizando
un espectrofotometro (Epoch 256695, BioTek, Vermont, USA). Los resultados se
expresaron como pg de Trolox equivalente por g de materia seca (ug TEAC/g MS),

usando metanol como blanco y reactivo de DPPH como control.
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Identificacion de principales compuestos fendlicos primarios por cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC)

Los compuestos fendlicos primarios del extracto se identificaron mediante HPLC.
Las muestras se analizaron simultaneamente a 220 y 400 nm utilizando una bomba binaria
(modelo L-7100, Merck-Hitachi LaCh-rom) y un detector de matriz de diodos (modelo L-
7455, Merck-Hitachi LaChrom), acoplados a una columna Kromasil KR100-5C18 (250 x
4.6 mm, 5 um) operada con un software Clarity. El programa de gradiente de elucion
consistio en dos disolventes de fase movil, el solvente A (agua para HPLC con 0.1% de
TFA, vIv) y el solvente B (acetonitrilo con 0.1% de TFA) con un caudal de 0.3 mL/min
se detall6 como se detalla a continuacién; proporcién 90% A 'y 10% B durante el tiempo
cero. Después de 25min la proporcién se ajusté a 70% Ay 30% B; a25% Ay 75% B a
30 min, a 90% Ay 10% B a 35 min; finalmente, 90% A y 10% B a 40 min. La columna

se equilibré entre inyecciones durante 30 min en las condiciones iniciales.

Identificacion del perfil de &cidos grasos de la fraccion polar obtenida por Soxleth

La fraccion polar obtenida durante el desengrasado del OU fue analizada para
establecer el perfil lipidico del OU Pais. Los lipidos se extrajeron siguiendo los métodos
de Bligh y Dyer (1959) vy el perfil relativo de &cidos grasos se determind mediante el

método oficial 1ISO 12966:2011 para acidos grasos en aceites, grasas animales y vegetales
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(Organizacion Internacional de Normalizacion [ISO], 2000). Los ésteres metilicos de
acidos grasos se analizaron mediante cromatografia de gases (HP 5890, Hewlett Packard
HP serie 11 5890, Palo Alto, EE.UU.) equipado con un detector de ionizacion de llama
(FID), un software integrado (Young Lin Autochro-3000® software, 2.0; YL Instruments,
Corea) y una columna HP-FFAP (25 m x 0,2 um de diametro). Las temperaturas del
inyector y del detector fueron de 210°C y 240°C, respectivamente. La temperatura inicial
del horno fue de 150°C mantenida durante 2 minutos, y luego se incrementd 10°C/min a
230°C, 6°C/min a 215°C, y 30°C/min. EIl gas portador fue Helio (flujo de 28.5 cm/s). La
composicion relativa de acidos grasos se expresd como el porcentaje de cada acido graso

identificado en el total de acidos grasos medidos en el extracto obtenido.

Andlisis estadistico

El proceso de extraccion fue realizado duplicado, los andlisis de CPT, PA y
capacidad antioxidante por triplicado y los resultados son expresados como la media +
desviacion estandar (DE). Se analizo los efectos de las condiciones individuales y sus

interacciones mediante un analisis de varianza mediante el modelo:

Yijk= p + ai + B + ykt+ 31+ (aB) ij + (ay) ik + (ad) it + (of3yd)ijki + €ijki

Donde Yikj= contenido de polifenoles totales, contenido de proantocianidinas,

rendimiento de extraccion o capacidad antioxidante; y= media global, ai= efecto de la i-
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ésima concentracion etandlica, Bj = efecto de la j-ésima relacion soluto-solvente, yk=
efecto del k-ésimo tiempo, 61= efecto de la I-ésima potencia, (aB) ii= interaccion de la i-
ésima concentracion etanolica y la i-ésima relacion soluto-solvente, (ay) ik= interaccion de
la i-ésima concentracién etandlica y k-ésimo tiempo, (ad) i= interaccion de la i-ésima
concentracion etanolica y la I-ésima potencia, aRydik= interaccién de la i-ésima
concentracion etandlica, la j-ésima relacion soluto-solvente, el k-ésimo tiempo y la I-
ésima potencia; y eijxi = error residual. Se realiz6 comparacion de medias mediante test de

Tukey.

Con base en las maximas respuestas del disefio factorial se determind y validé las
condiciones Optimas de extraccion asistida por microondas para los contenidos de
polifenoles totales y proantocianidinas, mediante la funcion de deseabilidad (Rudnykh 'y
Lopez-Rios, 2018) para seleccionar las mejores condiciones a fin de maximizar la
extraccion de CPT y PAC. Con base en los resultados obtenidos, se determiné el
porcentaje de repetibilidad y el error de la medida. Se determind el coeficiente de
correlacion de Pearson (r) para calcular las relaciones entre la capacidad antioxidante y
los CPT y PAC. Todos los analisis fueron realizados usando el software Minitab version

19. En todos los analisis la significancia fue declarada cuando p<0.05.

2.2.4 Resultados y discusion
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Efectos de las condiciones de extraccion sobre el rendimiento de extraccion y

concentraciones de compuestos bioactivos del OU Pais

Los rendimientos de la extraccién convencional de las fracciones polar y apolar de
OU Pais, asi como los CPT, PAy capacidad antioxidante de los extractos obtenidos
mediante este método son presentados en la Tabla 2.2.2. Los rendimientos de extraccion
de la fraccion lipidica son superiores a los resultados de Barriga-Sanchez et al. (2022),
quienes establecieron rendimientos de extraccion de aceite de semillas de uva entre 10 y
13%, y con los de Goktirk-Baydar et al. (2007) quienes reportaron contenidos de aceite
entre 12-16% para semillas de uva, y entre 5-8% para OU sin semillas. El rendimiento de
extraccion de polifenoles esta dentro de los rangos para OU del 5 al 10% reportados por
Beres et al. (2017). Los CPT de los extractos obtenidos mediante extraccion convencional
estan dentro de los rangos de reportados por Teles et al. (2018), pero son mas altos que
los contenidos reportados por Chikwanha et al. (2018) y Ozkan et al. (2022). Los
contenidos de proantocianidinas obtenidos mediante este método son superiores a los
contenidos reportados previamente para extractos de OU (Aboagye et al. 2019), pero
coinciden con los reportados por Martinez-Meza et al. (2021) para OU Malbec extraidos

mediante la metodologia de caida de presion instantanea y controlada.
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Tabla 2.2.2. Rendimientos, contenidos de polifenoles, proantocianidinas y capacidad
antioxidante de extractos de OU Pais obtenidos por extraccion sélido-liquido

convencional.

Pardmetro Media Desviacion Estandar
Rendimiento fraccion lipidica (%) 16.16 3.9
Rendimiento fraccion polifendlica (%) 9.6 2.1
ICPT (mg GAE/g) 182.45 1.7
2PA (mg CE/g) 56.98 2.7
Capacidad antioxidante (ug TEAC/g) 109.89 43.2

L CPT: contenido de polifenoles totales (eq-mg AG por gramo de OU)
2 PA: contenido de proantocianidinas totales (eg-mg CAT por gramo de OU)

La Tabla 2.2.3 presenta los efectos de los factores individuales del proceso de
extraccion asistida por microondas sobre el rendimiento de extraccion, CPT, PA y
capacidad antioxidante. Un incremento de CPT y PA se registr6 en funcién del incremento
del volumen de solvente en relacion con la masa de OU, alcanzando valores maximos para
la relacion 1:40. Una marcada reducciéon de CPT, PA y de la capacidad antioxidante se
registro para la relacion soluto-solvente de 1:10. Jovanovic et al. (2021) establecieron que
el incremento de la relacién soluto-solvente induce un mayor gradiente de concentracion,
incrementando el rendimiento de extraccién. La presencia de una mayor cantidad de
solvente (relacion 1:40) reduce la saturacion del medio, incrementando la concentracion
de polifenoles extraidos. Los resultados de este estudio coinciden con los hallazgos de
Hammi et al. (2015), quienes reportaron un incremento lineal de la concentracion de

polifenoles extraidos por ultrasonido con el incremento de la relacion soluto: solvente.
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Tabla 2.2.3. Efectos de las condiciones de extraccion sobre rendimiento, contenido de
polifenoles, proantocianidinas y capacidad antioxidante de extracto de OU Pais obtenido

por extraccion asistida por microondas

Rendimiento Polifenoles Proantocianidinas Capacidad
Parametro Nivel (%) DE! totales (mg DE (mg CATE/g) DE antioxidante DE
GAE/g OU) 9 9 (g Teac/g)
Solvente 100 10.55 1.8 13.92 21 46.75 7.7 160.561 28.9
(etanol-agua, 80 11.69 1.3 15.68 2.3 55.05 6.8 198.869 34.2
% Viv) 40 10.98 2.8 12.88 1.9 33.88 3.8 161.947 29.1
p-valor ns Ns ns ns
Relacion 0.025 12.46% 1.6 21.56° 24 98.17% 20.1 256.14% 35.1
soluto: 0.05 11.30° 19 13.97° 2.2 49.59° 16.3 162.57° 21.3
solvente 0.1 9.45¢ 1.7 6.96° 2.6 15.97¢ 5.2 102.66¢ 18.9
g/mL)
p-valor 0.045 0.023 0.009 0.004
120 12.18? 1.7 12.70° 19 35.80° 9.8 177.75% 17
Tiempo (s) 100 11.902 2.7 13.79° 14 89.79° 25.6 176.08% 24.1
60 9.14° 18 15.99° 1.6 49,09 14.2 167.55° 35.1
p-valor 0.010 0.003 0.025 0.009
800 10.54 2.0 16.89? 21 86.97° 18.5 207.71° 38.6
Potencia (W) 400 11.98 1.8 14.78° 2.0 42,57 13.2 175.76% 21.6
200 10.70 1.6 10.82¢ 1.7 26.13° 9.8 137.90° 19.6
p-valor ns 0.001 0.001 0.003

! DE= desviacion estandar, ns= p<0.05
&€ etras distintas en la misma fila indican diferencias significativas de las medias (p < 0.05)

El rendimiento de extraccion se incremento con el tiempo de aplicacién de las
microondas (p=0.010), asi mismo el tiempo afectd los valores de CPT (p=0.003), PA
(p=0.025) y la capacidad antioxidante, aungue estos valores variaron de manera irregular
en funcién del tiempo. Un incremento en los valores de CPT a menor tiempo fue
registrado, obteniendo mayores extracciones a 60 S y resultados mas bajos a 120 s. Entre
tanto, los maximos valores de PA fueron registrados a 100 s, alcanzando 89.79 mg CAT
equ/g MS, y los valores mas bajos (35.80 mg CAT equ/g MS) para extractos obtenidos
con 120 s de exposicion. Las microondas destruyen las células vegetales, facilitando la
penetracion del solvente y la liberacion del contenido celular, por consiguiente,

incrementa la transferencia de masa (Drevelegka y Goula, 2020). Una razén de los bajos
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valores de CPT con el incremento del tiempo de microondas, es que la absorcion de la
energia de microondas promueve la acumulacién de calor, acelerando la disolucion de los
polifenoles (Jia et al. 2021), altas temperaturas, asi como tiempos prolongados de
exposicion destruyen los polifenoles y otros ingredientes activos (Papoutsis et al. 2017).

Una mayor potencia no incrementd el rendimiento de extraccion, pero si las
concentraciones de CPT (p=0.001), PA (p=0.001) y la capacidad antioxidante (p=0.003),
proporcionalmente al incremento de la potencia. Resultados que coinciden con los de
Drevelegka y Goula, (2020) para extraccion asistida por microondas, de extractos
hidroalcohdlicos de OU. Los CPT y PA alcanzaron valores maximos de 16.89 mg GAE/g
MS y de 86.97 mg CAT equ/g MS, respectivamente cuando se aplicé la maxima potencia
(800 W). Una alta potencia de microondas desencadena una ruptura acelerada de la pared
celular de las semillas de uva y con ello, la liberacion de los ingredientes activos (Chew
et al. 2019). Por otra parte, Zhang et al. (2016) reportaron que potencias superiores a 180
W reducen el rendimiento de extraccion de los polifenoles totales, posiblemente por
incremento excesivo de la temperatura y ebullicién del alcohol, causando destruccion de
los compuestos bioactivos.

Las diferentes combinaciones de las condiciones generaron rendimientos de
extraccion entre 4.01 y 25.5% MS, que coinciden con los resultados de entre 9.92%-
24.35% MS, reportados por Drosou et al. (2015) para extracciones asistidas por
microondas de OU. La concentracion de polifenoles totales vario entre 28.3 y 394.2mg
GAE/g MS, con mayores contenidos de polifenoles obtenidos con la combinacion de

factores: soluto-solvente 1:40, tiempo de 60 s, la potencia de 800 W y solvente ETOH
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80%. Los contenidos de proantocianidinas variaron entre 7.7-99.6 mg CAT/g MS, con
mayores contenidos para la combinacion de factores: solvente ETOH 80%, relacién
soluto-solvente 1:40 y potencia 800 W. Para esta variable no se registraron efectos del
tiempo de extraccion, resultados que coinciden con los de Natolino y Da Porto (2020). La
capacidad antioxidante de los extractos varié entre 25.2 y 310.10 ug TEAC/g MS; la
combinacion de condiciones para maximizar la capacidad antioxidante (310.10 pg
TEAC/g MS) de los extractos fue: ETOH 80%, relacion soluto solvente 1:40, tiempo 100
s y potencia 800 W. Los resultados de la correlacién de Pearson entre la capacidad
antioxidante y CPT, (r=0.98, p<0.001) y entre la capacidad antioxidante y PA (r = 0.94,
p<0.001), corroboran la directa relacion entre la capacidad antioxidante y el contenido de
polifenoles y de proantocianidinas de los extractos (Guendez et al. 2005), resultados que

coinciden con los de Milinci¢ et al. (2021).

Optimizacion de las condiciones de extraccion asistida por microondas de OU Pais

La funcion de deseabilidad del Minitab v.19 indicé que para alcanzar la extraccion
méaxima de CPT, con un valor predicho de 366.17 mg GAE/g MS, las condiciones optimas
son ETOH 40%, relacion soluto-solvente 1:40, tiempo 60 s y potencia 800 W. Sin
embargo, para alcanzar la extraccién maxima de proantocianidinas, con un valor predicho
de 98.65 mg CAT/g MS la combinacion optima de condiciones es: ETOH 80%, relacién

soluto-solvente 1:40, tiempo 100 s y potencia 800 W. Los valores experimentales
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observados para estos conjuntos de condiciones fueron: 363.09 mg GAE/g MS y 86.24
mg CAT/g MS.

Considerando que el objetivo final del extracto es su uso como aditivo en la
alimentacion de rumiantes, como estrategia para reducir emisiones de CHa entérico y
modular la fermentacion ruminal de la proteina, se privilegio la maximizacion de la
extraccion de proantocianidinas para optimizar la respuesta, a la vez que se considero
maximizar el rendimiento de extraccion, una alta extraccion de CPT, un menor consumo
de solvente y menor tiempo de extraccién. Las condiciones Gptimas para una respuesta
predicha de CPT de 278.9 mg GAE/g MS, de proantocianidinas de 99.84 mg CAT/g MS,
de rendimiento de extraccién de 12.6%, con una deseabilidad compuesta de 0.95, fueron:
ETOH 80%, relacién soluto-solvente 1:40, tiempo 100 s potencia 800 W. Para validar la
respuesta se determind la repetibilidad (Tabla 2.2.4) de acuerdo con Portuondo y
Portuondo (2010). Se considera una repetibilidad alta la mayor a 0,90, lo que indica que
el procedimiento es repetible para los tres parametros evaluados. El porcentaje de error
absoluto de los resultados predichos por el modelo frente a los resultados experimentales
aplicando las condiciones optimizadas fue calculado de acuerdo a Trujillo-Mayol et al.

(2019) con la ecuacion:

}E _ (VaV—tVt) .

Donde VE es el valor calculado experimentalmente y Vt es el valor predicho.

100
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Tabla 2.2.4. Repetibilidad y error de medida de las condiciones Optimas de extraccion

asistida por microondas.

Repeticién Rendimiento (%) PPT (mg GAE/qg) PA (mg CAT/g Ex)
Obtenid  Predicho Obtenid Predich  Obtenid Predich
0 1 0 0 0 0
1 12.06 12.19 286.71  287.24 98.69 99.78
2 11.93 263.47 97.85
3 11.44 317.67 99.04
Repetibilidad 95.01 91.82 95.47
(%)
Error de medida 0.031 0.071 0.092

Valor predicho obtenido mediante la funcion de deseabilidad.

La metodologia asistida con microondas incrementé sustancialmente la extraccion
de compuestos bioactivos del OU Pais (Gréafica 2.2.1) comparado con la extraccion solido-
liquido convencional utilizada en este estudio. Un increment6 del 59% fue registrado para
CPT (p=0.031) y del 73% para PA (p=0.005). La capacidad antioxidante difirio
sustancialmente entre la extraccion convencional y la extraccion asistida por microondas
(p=0.022), con un incremento del 182% para esta Gltima. El rendimiento de extraccion
también fue incrementado en 23%, por la extraccion asistida con microondas (p=0.047),
resultados que coinciden con los de Brahim et al. (2014) quienes compararon extraccion

convencional con asistida por microondas.
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Grafica 2.2.1. Rendimientos de extraccion de polifenoles totales (CPT),
proantocianidinas (PA) y capacidad antioxidante de extractos de OU Pais

obtenidos mediante extraccion solido-liquido (S-L) convencional y asistida por
microondas (EAM). (— ) p<0.05

Identificacion de principales compuestos fendlicos primarios por cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC)

Se identificaron nueve compuestos fendlicos primarios en el extracto de OU Pais,
un acido hidroxibenzoico (&cido géalico), dos &cidos hidroxicinamicos (cafeico y
cumarico), flavonoles (quercetina, naringina y kaempferol), y flavanoles (catequina y
epicatequina), a través de HPLC (Figura 2.2.1). Resultados que coinciden con Lutz et al.
(2012), quienes reportaron que los compuestos fendlicos mas abundantes en la piel de uva
Pais son, acido cafeico, &cido gélico, catequinay resveratrol; y con Figueroa et al. (2020),

quienes caracterizaron los compuestos fendlicos de extractos de semilla de uva Pais,
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encontrando que los compuestos mas abundantes son epicatequina y epicatequina galato,

que el grado de polimerizacion media de los compuestos fenolicos del extracto fue 9.2 'y

que el 58.9% de las moléculas identificadas tenian un bajo peso molecular (<9263 g/mol).
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Figura 2.2.1. Cromatograma de HPLC de los principales compuestos fendlicos
primarios de un extracto de OU Pais

Identificacion del perfil de acidos grasos de la fraccién polar del OU Pais

La composicion de acidos grasos de las muestras de aceite extraidas del OU Pais

por el sistema Soxhlet se presentan en la Tabla 2.2.5. Los acidos linoleico, oleico y

palmitico fueron los acidos grasos mas abundantes en las muestras evaluadas. El acido

91



palmitico representd el 8.8%, el acido estedrico representd el 6.6% y el araquidico el 2.2%
del total de acidos grasos. El contenido de acido oleico fue 21.9%, mientras que el acido
linoleico representd el 60.4% del total de &cidos grasos. Los contenidos de &cidos grasos
individuales obtenidos en este ensayo son superiores a los reportados previamente por
Mohamed Amed et al. (2019) para polvo de OU de distintas variedades, pero coinciden

con los reportes de lora et al. (2015) para OU tinto.

Tabla 2.2.5. Perfil de acidos grasos del aceite de OU Pais obtenido por el sistema

Soxleth.
Acido graso % del total de acidos grasos
C 16:0 Acido palmitico 8.8
C 18:0 Acido estearico 6.6
C 20:0 Acido araquidico 2.2
Total acidos grasos saturados 17.6
C 18:1 Acido oleico 21.9
C 18:2 Linoleico 60.4
Total acidos grasos insaturados 82.3

2.2.5 Conclusién

La metodologia de EAM incrementd la recuperacion de compuestos fenélicos del OU
Pais comparado con la extraccion convencional soélido-liquido, incrementando la
capacidad antioxidante de los extractos en 180. El rendimiento de extraccion, los CPT, y
la capacidad antioxidante del extracto de OU Pais mostraron una relacion directamente
proporcional al incremento del tiempo de exposicion; sin embargo, esto no fue asi para

las PA que fueron mayores aplicando el tiempo medio de exposicion (100 s). El extracto
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de OU Pais obtenido en este ensayo presenta altos contenidos de TC, polifenoles y una
alta capacidad antioxidante, por lo cual es necesario evaluar sus efectos sobre la

produccion de CHa4 entérico y sobre la digestion de la proteina.
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CAPITULO 3

EVALUACION DE LOS EFECTOS DEL USO DE OU PAIS COMO
INGREDIENTE DE DIETAS PARA RUMIANTES SOBRE
PARAMETROS DE FERMENTACION RUMINAL, PRODUCCION DE
CH4, Y POBLACIONES MICROBIANAS IN VITRO
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3.1EFECTOS DE LA INCLUSION DE ORUJO DE UVA PAIS EN
DIETAS CON ALTO Y BAJO CONTENIDO DE FORRAJE:
FERMENTACION RUMINAL, PRODUCCION DE METANO Y

ACIDOS GRASOS VOLATILES

3.1.1 Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de la inclusion de orujo de uva (OU)
Pais en dietas para rumiantes altas (AF) y bajas en forraje (BF) sobre la produccion de
metano (CHa) y los parametros de fermentacion ruminal en un cultivo in vitro tipo batch.
En los tratamientos experimentales se sustituyo el forraje por OU en concentraciones
crecientes (0, 10%, 20% de materia seca [MS]) en los sustratos de incubacion. Se midi6
la produccion de gas (PG), la produccion de CH4 a las 6, 12 y 24 h de incubacion y se
determind la desaparicion in vitro de la materia seca, los acidos grasos volatiles (AGV) y
el nitrégeno amoniacal (N-NHs) a las 24 h. La inclusion de OU al 10% y 20% MS redujo
las concentraciones de N-NHs (p<0.001) en 48% y 58% respectivamente. La inclusion de
OU al 20% MS redujo las concentraciones de AGV (p = 0.049) en 21% para la dieta AF
y 11% para la dieta BF. La inclusién de OU al 20% MS redujo el porcentaje de CHa en
gas (p =0.038), la produccion (p=0.004) y el rendimiento de CH4 (p=0.027), pero genero
una reduccion de la DIVMS (p<0.001), la produccion de gas (p<0.001) y los AGV totales

(p= 0.001). En conclusién, en condiciones de cultivo en batch, la sustitucion parcial del
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forraje por OU Pais en dietas altas y bajas en forraje tiene el potencial de reducir las
concentraciones de N-NHs y la produccion y el rendimiento de CH4 con una reduccion de

la DIVMS.

Palabras clave: Rumiantes, polifenoles, subproductos, amoniaco, gases de efecto

invernadero.
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3.1.2 Introducciéon

La agricultura proporciona alimentos de alta calidad a la humanidad, pero se
enfrenta al reto de alimentar a una poblacion creciente al tiempo que reduce su impacto
ambiental (Rojas-Downing et al. 2017). La produccién de ganado rumiante contribuye a
la huella ambiental de la agricultura mediante la generacion del 18% del CH4 (Xu et al.
2021) y el 32% de las emisiones de Oxido nitroso (N20) (Uwizeye et al. 2020). El uso de
subproductos agricolas como componentes de la dieta de los rumiantes ha generado un
creciente interés dada su contribucion al incremento de la sostenibilidad y el estimulo de
las economias circulares (Garcia-Rodriguez et al. 2019). Los subproductos
agroindustriales también pueden contener altas concentraciones de nutrientes funcionales,
como acidos grasos insaturados que podrian mejorar la calidad del producto y la salud
humana, o metabolitos secundarios como los taninos condensados que tienen el potencial
de reducir las emisiones entéricas de CHa4 y mejoran el uso del nitrogeno (Aboagye y
Beauchemin 2019). Los subproductos agroindustriales son de bajo costo y, desde la
perspectiva de la evaluacion del ciclo de vida, estan libres de emisiones de GEl, ya que
estos se atribuyen al producto primario (Williams et al. 2014). Como tal, la inclusién de
residuos agroindustriales en las dietas animales es una alternativa rentable y efectiva para
la sustitucion parcial de las fuentes forrajeras (Halmemies-Beauchet-Filleau et al. 2018).
Los recursos alimentarios no convencionales, como los subproductos de la fruta, pueden
suplir parcialmente la escasez de alimentos balanceados, reducir la competencia entre

humanos y animales por la alimentacion, reducir los costos de alimentacion y contribuir a
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la seguridad alimentaria a partir de recursos disponibles localmente. La industria
vitivinicola produce grandes cantidades de residuos organicos, de los cuales el 25%
corresponde a orujo de uva (OU), cuya gestion presenta serios desafios ambientales y
economicos (Spigno et al. 2017). Debido a su bajo costo y sus contenidos de fibra y
energia, el OU se ha utilizado como sustituto de las fuentes fibrosas en la alimentacion de
rumiantes (Manso et al. 2016). EI OU contiene también concentraciones variables de
lipidos (5.2-185 g/kg MS, de los cuales el 70% son &cidos grasos poliinsaturados) y
taninos condensados (TC; 6.9-139 g/kg MS), que se consideran compuestos prometedores
como moduladores de la fermentacion ruminal, para reducir la produccién de CHa y la
excrecion de nitrogeno de los sistemas de produccion ganadera (Hixson et al. 2016). Las
semillas de uva son una buena fuente de taninos condensados galloilados y de galato de
epigalocatequina (un mondmero de flavan-3-ol galloilado) que son inhibidores de la
ureasa (Takeuchi et al. 2014), que a su vez reduce las emisiones de amoniaco en la orina
y la consiguiente formacion de N20 (Kingston-Smith et al. 2010), lo que representa una
oportunidad para reducir el impacto ambiental de las emisiones de nitrégeno de los
rumiantes.

Las variaciones en las concentraciones de lipidos y TC en el OU pueden ser el
resultado de la variedad de uva, las précticas culturales y los procesos de elaboracion del
vino (Sphangero et al. 2009), por lo cual se requiere una evaluacion de los recursos
disponibles a escala local. Existe informacién sobre el uso de OU en rumiantes lecheros
en condiciones in vivo, aunque la investigacion sobre este recurso en condiciones in vitro

para evaluar sus efectos sobre la fermentacion ruminal es escasa (Hixson et al. 2016;
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Russo et al. 2017). En la actualidad existen pocos informes sobre OU de variedades
locales (Lopes et al. 2014), pero ninguno evalud la uva Pais (Vitis vinifera L.), una
variedad ancestral de uva cultivada en las regiones de Bio Bio y Nuble, en la zona central
de Chile, que posee mayores cantidades de taninos condensados que las variedades de uva

comerciales como Carmeneére o Pinot Noir (Villarroel 2009).

La produccion de vino en Chile superd los mil millones de litros en el afio 2020,
generando mas de 200 mil toneladas de OU que se depositan de forma directa en
vertederos, provocando graves impactos ambientales como la contaminacion de las aguas,
la generacion de olores y la fitotoxicidad (Beres et al. 2017), impactos que podrian
reducirse si el OU es utilizado como alimento para animales. Dado que los efectos de los
taninos en la dieta varian segun el contenido de forraje y concentrado de la misma (Vasta
et al. 2009; Yogianto et al. 2014), el objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de la
inclusion de concentraciones crecientes de OU Pais en la cinética de fermentacion
ruminal, la produccion de CHs, N-NHs y AGV en dietas para rumiantes con diferentes
proporciones de forraje-concentrado, utilizando una técnica de produccion de gas in vitro

tipo batch.

3.1.3 Materiales y métodos

Orujo de uva Pais
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El origen, procedimientos de secado y conservacion del OU Pais es descrita a

detalle en el estudio 2.2 de esta tesis.

Disefio experimental y tratamientos

Se realizd un cultivo tipo batch en un disefio de bloques completos al azar, con un
arreglo factorial de 2 x 3. Los 6 tratamientos fueron una combinacion de dos relaciones
forraje-concentrado, alto en forraje (AF, relacion forraje-concentrado 60:40) y bajo en
forraje (BF, relacidn forraje-concentrado 35:65) y tres concentraciones de OU [0, (OUO0)
10% (OU10) y 20% (OU 20) MS]. Las fuentes de forraje fueron el ensilaje de maiz y heno
mixto, este Ultimo constituyendo hasta el 20% de la dieta experimental, el cual fue
sustituido progresivamente por OU en las dietas experimentales (Tabla 3.1.1). Todos los
ingredientes se molieron a 2 mm (molino de grano Breuer, Chile), se mezclaron vy, a
continuacion, se depositaron 0.5 g de cada sustrato en bolsas filtrantes (Ankom® F57,
ANKOM Technology, Macedon, NY, EE.UU.). Se incubaron tres réplicas (técnicas) de
cada tratamiento y se realizaron tres corridas (réplicas estadisticas) en semanas
consecutivas con tres tiempos de muestreo (6, 12 y 24 h). En total se incubaron 189 frascos
[{(2 dietas x 3 niveles de MG x 3 réplicas técnicas) + 3 blancos} x 3 tiempos de muestreo

x 3 ejecuciones (réplica estadistica)].
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Tabla 3.1.1 Ingredientes y composicion quimica (%MS si no se indica algo distinto) de

dietas altas (AF) y bajas (BF) en forraje suplementadas con orujo de uva (OU) Pais a

concentraciones de 0, 10% and 20% (base MS).

ou Heno Ensilaje de AF BF
mixto maiz OUo OU10 OUzo OUo OUlo OUzo

Ingredientes, % of DM

Heno mixto - - - 20 10 0 20 10 0
Oryjodeuva - - - 0 10 20 0 10 20
Pais

Ensilaje de - - - 38 38 38 6 15 15
malz

Harina de - - - 10 13 13 12 16 19
malz

Malz grano - ; - 10 10 11 2 2 22
himedo

Soya - ; - 8 8 8 12 12 12
Melaza - - - 3 3 3 5 4 3
Pulpa de - ) - 0 7 6 12 10 8
remolacha
Vitaminas - - - 1 1 1 1 1 1
Composicién quimica, %

Cenizas 102 95 4.8 620 6.1 590 61 54 57
Proteina Cruda 9.8  14.4 5.7 135 133 131 157 155 153
Extracto 100 20 5.2 153 20 245 16 22 251
etereo

FDN 426 500 54.8 351 335 331 252 245 233
FDA 412 376 33.3 218 199 184 185 163 145
ICNF 326 255 295 437 451 4545 513 524 532
2 H -

Polifenoles  1g g5 006 010 013 002 05 0.78
totales
totale

Taninos 6.89 - 00 05 0.9 00 05 09
condensados

Carbohidratos no fibrosos (CNF)= 100 -PC — EE — FDN — Cenizas.

2mg de acido galico equivalentes/g MS
3mg de catequina equivalentes/g MS
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Animales y fermentacion in vitro

Dos horas después de la alimentacion de la mafiana, se recogié liquido ruminal de
distintas partes del rumen de dos vacas Aberdeen Angus adultas no lactantes con una
canula ruminal permanente. Durante los 14 dias previos a la inoculacion, las vacas fueron
alimentadas con una mezcla de heno, grano de maiz y minerales, balanceada para
satisfacer las necesidades segun su etapa fisiologica, y tuvieron acceso a agua ad libitum.
El liquido recogido se filtr6 a través de 4 capas de gasa, se transportd en termos
precalentados (39°C), se infundi6 con CO: para conservar la anaerobiosis y se utilizé en
los 15 minutos siguientes a la recogida. El indculo fue una mezcla 1:3 v/v de liquido

ruminal y solucion buffer (Menke et al. 1979).

El dia de la incubacidn, cada bolsa Ankom® F57 con sustrato fue depositada en
una botella de suero ambar de 50 mL, se afiadié 25 mL de indculo a los frascos, que se
cerraron con tapones de gomay se incubaron durante 24 horas a 39°C (Incubadora Form
Series Il 3110 Water-Jacketed CO2, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) en un

agitador orbital ajustado a 90 oscilaciones/min (Heidolph Unimax, Alemania).
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Determinacién de la produccion de CH4, produccidn total de gas, pH y desapariciéon

in vitro de la materia seca

La produccién total de gas (PG) en cada frasco se midi6 a las 6, 12 y 24 h de
incubacion, mediante la metodologia de desplazamiento de agua (Fedorah y Hrudey
1983). Previamente se recogié una muestra de 15 mL de gas para la determinacion de CHa4
en una jeringa y se transfirio a un exetainer vacio de 5.9 mL (Labco Ltd., High Wycombe,
Reino Unido). La determinacion de CHa se realiz6 mediante cromatografia de gases (CG)
(Agilent 7890B, Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, EE.UU.). El CG estaba equipado
con una columna capilar (GS-CarbonPLOT, Agilent Technologies, Italia 30m, 0.32mm,
3.00um) y un detector de conductividad téermica (TCD). Las temperaturas de la columna,
el inyector y el TCD fueron de 35°C, 185°C y 150°C, respectivamente y se utilizo helio
como gas portador (20 mL/min). Las concentraciones de CHa son presentadas como
porcentaje en gas, produccién (mg/g de MS) y rendimiento (mg/g de MS digerida).

Al final de la incubacion, se midio el pH del medio de cultivo utilizando un medidor de
pH (Thermo Scientific, Orion Star A121 pH Portable Meter, USA) y las bolsas de filtro
Ankom®-F57 se lavaron con agua destilada y se secaron en el horno a 55°C durante 48
h. Se calcul el porcentaje de pérdida de peso y se presentd como desaparicion in vitro de

la MS (DIVMS).
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Determinacién de nitrégeno amoniacal y acidos grasos volatiles

Se tomaron dos muestras individuales (1.5 mL) de indculo al inicio de la
incubacion (0 h) y de cada frasco, después de la medicion del pH. Las muestras se
transfirieron a frascos de microcentrifuga de 2 mL. Una muestra para la determinacion del
N-NHs3 se mezcld con 150 pL de 4cido tricloroacético (0.65 p/v), se centrifugd a 14.000 x
g durante 10 min a 4°C y se almacen0 a -20°C hasta su analisis. Las concentraciones de
N-NHs se determinaron con un espectrofotometro UV-VIS (Spectroquant Pharo 300,
Merck KGaA, Alemania) a 625 nm, por el método Berthelot modificado segun Rhine et
al. (1998). Una muestra para determinacion de las concentraciones de AGV se mezcl6 con
300 pL de 4cido metafosforico (0.25 p/v), se centrifugo, se filtrd (ClarinertTM, 22 pum,
Agela Technologies, China) y se almaceno a -20°C hasta su analisis. Las concentraciones
de AGV se analizaron mediante CG (Agilent 7890B, Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, EE.UU.). El GC estaba equipado con un detector de ionizacion de llama (FID) y
una columna capilar (30 m x 0,250 mm x 0,25 um; BD-FFAP, Agilent Technologies,
Estados Unidos). La temperatura inicial del horno fue de 150°C, se incrementd en 5°C/min
hasta 195°C, se mantuvo durante 5 min y se mantuvo durante 8 min. Las temperaturas del
inyector y del detector fueron de 225°C y 250°C, y el gas portador fue helio (flujo de 28.5
cm/s). Las concentraciones se determinaron comparando el tiempo de retencion y el area
de peack con un estdndar AGV Supelco mediante el software ChemStation v. 3.2 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Las muestras de la 0 h se utilizaron para calcular

el N-NHs neto y la produccion total neta de AGV.
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Analisis quimicos

Los analisis quimicos de la AOAC, la determinacion de los contenidos de
polifenoles totales (CPT), y de taninos condensados (TC) realizados al OU y a los
sustratos evaluados en este ensayo fueron descritos detalladamente en el punto 2.1 de esta

tesis.

Calculos
Los parametros de la cinética de la DIVMS se determinaron ajustando los
resultados al modelo no lineal de Gompertz (Lavrenéi¢ et al. 1997):

y = B exp[-C exp(-At)]

donde “y” es la tasa de DIVMS en un tiempo t, B es la fracciobn de MS
potencialmente degradable, C es la tasa relativa de degradacion y A es un factor constante

de la eficiencia microbiana.

Los parametros de la cinética para produccion de gas y de CH4 se determinaron
ajustando los resultados obtenidos a la ecuacion no lineal de Gompertz (Schofield et al.

1994)

y = b exp (-exp[1-c (t-L)])

donde “y” es GP (mL/g MS incubada [MSi]) o CHa4 (mg/g MS incubada [MSi])

después del tiempo t, b es el valor del componente (mL potenciales totales de PG o mg de
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CHoa), c es la tasa especifica de fermentacion y L es el tiempo de retardo (intercepcién del
eje temporal).

La eficiencia de la fermentacion se determind mediante el factor de particion (FP)
a las 24 h de acuerdo con Blummel et al. (1997). Los rendimientos de gas y CHa se
estimaron como el gas neto (mL) o CH4 (mg) en cada tiempo de muestreo, dividido por

los correspondientes g de MS degradada (MSd).

Andlisis estadistico

Para los analisis estadisticos, el modelo incluyo el nivel de OU, el tipo de dieta 'y
su interaccion como efectos fijos. Para todos los parametros evaluados, se promediaron
las tres réplicas antes del analisis estadistico y esos promedios fueron la unidad estadistica.
Se realizé una prueba ANOVA, utilizando el modelo:

Yijk = 1 + ai + Bj + ok + (af)ij + sijk

Donde Yijk son los datos experimentales; p es la media global de las observaciones; ai
es el efecto fijo de la inclusion de OU; Bj es el efecto fijo de la dieta (efecto fijo); ok es la
incubacion (efecto aleatorio); (ap)ij es la interaccion entre dieta x OU, vy eijk es el error.
Las medias se compararon mediante el test de Tukey y se calcularon los coeficientes de
correlacion de Pearson para establecer la relacion entre los componentes de la dieta y la
produccion de gas y CHa, el N-NHzs y las concentraciones de AGV. Las diferencias se
consideraron significativas cuando p < 0,05. Todos los analisis se realizaron utilizando

Stata Ver. 15.1 (StataCorp LP, College Station, Texas, USA).
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3.1.4 Resultados

Desaparicion de materia seca in vitro, cinética de produccion de gas y metano

La fraccion potencialmente degradable (B) (p<0.001), la tasa de degradacion

relativa (C; p=0.004) de la DIVMS vy la fase lag (L) de PG (p<0.001), asi como la

produccion asintética de CHa (p= 0.018) fueron menores en la dieta AF en comparacion

con la dieta BF (Tabla 3.1.2). La inclusion de OU redujo ligeramente (4%) la fraccion

potencialmente degradable (B) de la DIVMS (p=0.006), independientemente de su nivel

de inclusion, y la inclusion de OU2o generd una reduccion del 10% en la produccion

asintotica de CHa (p=0.003).

Tabla 3.1.2. Pardmetros de la cinética de desaparicion in vitro de la materia seca

(DIVMS), la produccion de gas y CHa de dietas altas (AF) y bajas (BF) en forraje con

inclusién de OU Pais al 0, 10% and 20% (base MS) a 24 h de incubacion.

H H R 3
ot Dieta EEM? Orujo de uva EEM p-valor —
AF BF Dieta OUg OUqg OUy ou D ou ou

DIVMS
B (%) 58,53 6359 0.283 62.38" 60.858 59.93% 0.347 <0.001 0.006 0.086
C (/n) 1.22 1.35 0.250 1.27 1.29 1.29 0.030 0.004 0.899 0.241
A 0.33 0.36 0.170 0.34 0.34 0.35 0.248 0.387 0.997 0.619
Produccion de Gas
f\)/lrgL/g 128.78 13854 1.416 139.55* 131.27® 130.17® 1.693 0.003 0.027 0.039
c/h 0.17 0.16  0.005 0.17 0.16 0.16 0.006 0542 0.066 0.373
L (h) 1.67 2.39 0.943 2.01 2.05 2.05 0.105 <0.001 0.966 0.855
Produccion de CH4
f\’/gg/ 9 2287 1906 0432 2145 20758 19198 0056 0018 0003 0.460
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c/h 0.15 0.16 0.006 0.14 0.14 0.14 2.853 0452 0.760 0.066
L (h) 5.91 6.16 0.267 6.09 6.01 5.97 0.286 0.286 0.996 0.078
A-B Medias dentro de la misma linea sin un superindice comun difieren
1B: fraccion potencialmente degradable; C: tasa de degradacion relativa ; A: factor de eficiencia microbiana; b:
produccidn asintética; c: tasa de produccion; L: retraso inicial antes de que comience la produccién.
2Error estandar de la media
3D: dieta, OU: orujo de uva, D X OU: interaccion dieta x orujo de uva.

Se registré una interaccion entre la dieta y el OU (p=0.039). En la dieta AF se
registrdé una reduccion del 4% en la produccion asintotica de gas (b) (Figura 3.1.1) por la
inclusion de OUzo0 comparado con la dieta control; entre tanto en la dieta BF, la inclusion
de OU10 y OU20 generaron reducciones del 8 y 11%, respectivamente.
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Figura 3.1.1 Interaccion dieta x OU en dietas altas (AF) y bajas (BF) en forraje para
(A) produccion asintotica de gas (mL/g MS) y (B) produccion total de gas a las 24 h.
Valores de media entre sustratos con letras diferentes difieren (p<0.05)
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Parametros de fermentaciéon a las 24 h

Con la excepcion de la produccion de N-NHs (p=0.108), la dieta afecto todos los
pardmetros de fermentacion, resultando en un incremento de la DIVMS (p<0.001), del FP
(p=0.004), de los AGV totales (p=0.001) y los AG de cadena ramificada (AGCR,;
p=0.015) y en una disminucién del pH (p<0.001), la FDN digerida (FDNd; p<0,001), la
proporcién molar de acetato (p=0.029) y la relacion A:P (p=0.023) en las dietas BF en
comparacion con las dietas AF (Tabla 3.1.3). La FDNd (p=0.934) y el FP (p=0.678) no
fueron afectados por la inclusion de OU pero incremento el pH (p=0.011), el butirato
(p<0.001), y redujo la DIVMS (p<0.001), los AGV totales (p=0.001) y la proporcion
molar de acetato (p=0.029). Se registraron interacciones dieta x OU sobre las
proporciones molares de propionato (p=0.027), las proporciones de AGCR (p<0.001) y
para la relacién acetato-propionato (A:P) (p=0.045; Figura 3.2.2). En la dieta AF, la
inclusion de OUzo redujo en 13% la proporcion de propionato en comparacion con AF-
OUo, mientras que para la dieta BF, la inclusion de OU10 y OU2o redujo las proporciones
de propionato en 5% y 8%, respectivamente. La inclusién de OU2o redujo la proporcién
molar de AGCR en 21% en la dieta AF, y en 11% la dieta BF en comparacion con sus
controles. La inclusion de OUzo en la dieta de AF increment6 en 13% la relacion A:P en
comparacion con su dieta de control. Los AGV totales fueron un 8.5% mayores en la dieta
BF que en la AF (p<0.001), la inclusion de OUzo redujo en un 7% las concentraciones de

AGYV totales, aunque no hubo efectos por la inclusion de OUo. La inclusién de OUzo
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redujo la proporcion molar de acetato (p=0.029) en 6%, pero aumentd la proporcion molar

de butirato (p<0.001) segln el nivel de inclusién, en 5% con OU1o0y en 8% con OUxz en

comparacion con OUo.

Propionato (%)
"

-
k=]

Figura 3.2.2. Interaccion dieta x OU en dietas altas (AF) y bajas (BF) en forraje para
(A) proporciéon molar de propionato (%), (B) relacion A:P, y (C) proporcion molar de
acidos grasos volatiles de cadena ramificada (AGCR) (%), a las 24 h. Los valores

medios dentro del sustrato sin letras comunes difieren (p<0.05)
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La DIVMS para la dieta AF fue 9% menor (p<0.001) comparada con la dieta BF

y la inclusion de OUzo redujo la DIVMS en un 4.5% en comparacion con OUo. La

inclusién de OUxo redujo las concentraciones de N-NHs en un 48% mientras que la de

OU20 redujo en un 58% las concentraciones de N-NHs respecto a las concentraciones de

OUo.

Tabla 3.1.3. Parametros de la fermentacion ruminal in vitro de dietas altas (AF) y bajas

(BF) en forraje con inclusion de orujo de uva Pais a 0, 10% and 20% (base MS) a las 24

h de incubacioén.

Dieta EEM? Orujo de uva p-valor®
Items? Dieta EEM D x
AF BF OUo OUpw  OUx  OU D ou o

pH 653 645 0184 647  649%8 6514 0013 <0001 0011 0511
('?,/'0\)"\"5 5733 62.67 0431 5857° 5751~ 55908 0503 <0.001 <0.001 0.825
FDNd (%) 2897 21.34 0803 2970 2953 2931 1292 <0001 0934  0.753
N-NHs 209 274 0211 420~ 2188  176% 0450 0108 <0.001 0.807
(mg/dL)
FP (mg
DMdmL) 465 490 003 470 465 460 0066 0004 0678 0.072
AGV
(Trm')es 15495 168.10 2.729 167.11A 150.9178 156128 2543 0001 0.001 0502
Acetato (%) 4531 4395 0443 47014 44.81A8 44238 0626 0007 0029  0.648
Z;)O)p'o“am 2756 2773 0412 2876 28.10° 26068 0504 0187 <0001 0.027
'(?)/‘;;”ato 2537 2571 0359 2456 25698  26.45° 0424 0026 <0.001 0.119
AGCR* (%) 107 118 0023 124~ 103" 0878 0065 0015 0049 <0.001
Relacion 180 173 0221 1718 173  185° 0048 0023 0002 0.045

AP

A-B Medias dentro de la misma linea sin un superindice comun difieren
IDIVMS: desaparicion in vitro de la materia seca; FDNd: desaparicion de la fibra detergente neutra; N-NHa: nitrégeno
amoniacal; FP: factor de particion; AGV: acidos grasos volatiles; AGCR: acidos grasos volatiles de cadena ramificada;
relacion A:P: relacion Acetato-propionato
2Error estandar de la media

3D: dieta; OU: orujo de uva; D X OU: interaccion dieta x orujo de uva.

4AGCR: iso-valerato + iso-butirato
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Produccion de gas y metano

Se registrd un efecto de la interaccion dieta y el OU (p=0.019) sobre la PG total
(mL/DM; Figura 3.1.1 B) que no se vio afectada por OU10 en la dieta AF. La inclusion de
OU1o redujo la PG en un 8% para la dieta BF, mientras que la inclusion de OUzo redujo la
PG en un 4% para la dieta AF y en 11% para la dieta BF, comparadas con sus
correspondientes controles.

La produccion de CH4 no fue afectada por la dieta (p=0.163) (Tabla 3.1.4). Sin
embargo, las dietas BF presentaron una reduccién en el rendimiento de gas (p=0.003), el
porcentaje de CHs en gas (p<0.001) y la produccion de CHas (p=0.047), pero
incrementaron el CH4 por g de FDN desaparecida (p<0.001) en comparacion con las dietas
AF. ElI OU (20% de MS) redujo el rendimiento de gas (p=0.027), el % de CH4 en gas en
9% (p=0.038), la produccién de CH4 en 15% (p=0.004) y el rendimiento de CHas en un
13% (p=0.027), mientras que la produccion de CH4 expresada por gramo de FND

desaparecido no fue afectada (p=0.507).

Tabla 3.1.4. Produccion de gas y metano in vitro de dietas alta (AF) y baja (BF) en

forraje con inclusién de orujo de uva Pais a 0, 10% and 20% (MS) a las 24 h de

incubacion.
Dieta EEM? Orujo de uva EEM p-valor?
Items!? Diet. ouU
AF BF i®la ou, OU1o OUo D OU  DxOU
Gas
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mL/g MS 126.46  131.05 2.17 133.944 128.44® 123.88% 1.417 0.009 <0.001 0.019
mL/g MSd 213.78 207.81 1.39  214.48~ 209.91°B 207.998 1.704 0.003 0.027 0.126
CHa4

% gas neto 9.80 7.67 0.348  8.85~ 8.77A 8.068  0.426 <0.001 0.038 0.898
mg/g MS 17.25 16.10 0.56 17.797 16.8478 14998  0.482 0.047 0.004 0.393
mg/g MSd 27.82 26.59 0.94 28.47A  27.59°8 24.77®  0.749  0.163 0.027 0.199
mg/g FDNd ~ 39.03 56.60 2.37 49.59 48.03 44.88 143 <0.001 0.507 0.705

A-B Medias dentro de la misma linea sin un superindice comun difieren
IMS: materia seca; MSd: materia seca desaparecida; FDNd: fibra detergente neutra desaparecida

2 Error estandar de la media.
3D: dieta; OU: orujo de uva; D x OU: interaccion dieta x orujo de uva

Correlaciones entre la composicion quimica de las dietas y los parametros de

fermentacion

Entre todos los factores de composicién quimica de los tratamientos, las
concentraciones de TC (r = -0.49, p<0.05) y CPT (r = -0.40, p<0.05) fueron las que
presentaron mayor correlacion con la concentracion de N-NHs (Tabla 3.1.5). La DIVMS
se correlaciond negativamente con el contenido de FDN (r = -0.49, p<0.001) y CPT (r=-
0.34, p<0.05). La produccion de gas se correlaciond negativamente con los valores de
CPT (r = -0.42, p<0.001) y de TC (r = -0.3, p<0.05). La produccién y el rendimiento de
CHa fueron correlacionadas con ninguno de los componentes de la dieta. Los AGV totales
se correlacionaron positivamente con la PC (r = 0.28, p<0.05), pero se correlacionaron
negativamente con los valores de CPT (r = -0.37, p<0.05) y los de TC (r = -0.31, p<0.05),
mientras que el acetato se correlaciond negativamente con la PC (r = -0.32, p<0.05) y
positivamente con la FDN (r = 0.32, p<0.05). El butirato se correlaciono con la ceniza (r

= 0.50, p<0.001) y con TC (r = 0.43, p<0.001).
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Tabla 3.1.5. Coeficiente de correlacién de Pearson (r) entre los componentes quimicos y

los pardmetros de fermentacion ruminal del tratamiento incubado

Fibra detergente
neutro

Contenido de
polifenoles totales
Taninos
condensados

- Produccion Rendimiento Acidos grasos volatiles!

Item DIVMS  N-NHs — ™ CH, Gas CH, Total A P B
Cenizas -0.07 0.32" -0.35° 002 -051™ 015 -018 -0.19 -0.24 0.50™
Proteina cruda 0.53"" -0.22 0.28" 0.03 -0.33" -0.09 0.28° -0.32° 0.03 0.30"

-0.49™ 0.28" -0.31"  0.02 0.22 021 -025 032" -0.04 -0.20
-0.34" -0.40° -042 -013 -018 -010 -0.37" -0.06 -0.23 037"

-0.20 -0.49" -0.30° -014 -019° -0.18 -0.31" -0.16 -0.23 0.43™

*=p<0.05 ***= p <0.001, respectivamente.
A= acético, P= propidnico, B= butirico

3.1.5 Discusion

Las interacciones dieta x OU para la produccion asintdtica de gas y la PG indican
que los efectos de la sustitucion de una fuente fibrosa como el heno mixto por OU sobre
la fermentacion ruminal varian segun la relacion forraje-concentrado de la dieta. La
inclusién de OU hasta un 10% de la MS no afecté negativamente los pardmetros de PG
de la dieta AF, aunque si de la dieta BF. La reduccion de la PG es compatible con la
reduccion de la DIVMS y de las concentraciones totales de AGV cuando se incluyé OUzo.
Estos resultados coinciden con informes anteriores en los que se sustituyeron las fuentes
fibrosas por OU en dietas forrajeras (Vinyard et al. 2018, Caetano et al. 2019, Zhang et
al. 2022) y para dietas con alto contenido de concentrado (Ishida et al. 2015). La reduccion
de la DIVMS es de baja magnitud en comparacion con una reduccién del 11% para la
digestibilidad de la MS reportada por Caetano et al. (2019) para una dieta forrajera y de

un 35% reportado por Vinyard et al. (2021) para una dieta baja en forraje. A diferencia de
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este ensayo, no se reportaron efectos sobre la produccion de gas o la DIVMS cuando se
incluyé OU hasta un 50% de la MS durante una fermentacion in vitro de heno (Giller et
al. 2021). La reduccion de la DIVMDS esté probablemente relacionada con el aumento
de los carbohidratos fibrosos y la lignina con la inclusion de OU en la dieta, aunque
también es posible que los TC del OU reduzcan la digestion de los nutrientes al inhibir el
crecimiento y la actividad de los microorganismos ruminales, limitando asi la actividad
de las enzimas microbianas, y la formacion de complejos con los carbohidratos y las
proteinas (Vasta et al. 2019). Adicionalmente, se ha reportado que los taninos
condensados tienen una alta afinidad por los polisacéridos de la pared celular y el almiddn
para formar complejos (Watrelot et al. 2020). La adicion de OU2o a las dietas aumentd
sustancialmente el contenido de TC, por lo que es posible que los TC causaran la
disminucién de la DIVMD por accion sobre los microorganismos fibroliticos del rumen 'y
la degradacion de la pared celular, inhibiendo la produccién de gas y CHa4 en el rumen
(Vasta et al. 2019), lo que podria explicar la reduccién de la produccion asintética y la
produccidn total de gas.

La reduccion en las concentraciones de N-NHs por la inclusion de OU en este
estudio son de mayor magnitud que los resultados previamente reportados para los
ensayos de OU bajo condiciones in vitro o in vivo. Tayengwa et al. (2021) informaron una
reduccion del 12% en las concentraciones de N-NHs por la inclusion del 15% de la MS
de OU en una dieta fibrosa, mientras que Ream et al. (2021) informaron de reducciones
del 15% en las concentraciones de N-NHs por la inclusion OU al 15%MS en una dieta

basada en ensilaje, y Hixson et al. (2018) informaron de reducciones del 30% en las
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concentraciones de N-NHs por la inclusion de OU tinto al 30% MS en una dieta baja en
fibra. Los resultados en este estudio son consistentes con los reportados para extractos
polifendlicos de plantas, con dosis de taninos superiores a las utilizadas en este estudio;
como los reportados por Hassanat y Benchaar (2013), con reducciones de N-NH3 del 62%
y 66% en dietas que contenian niveles crecientes de taninos de acacia y quebracho hasta
el 20% MS; y Vera et al. (2018) que reportaron reducciones de N-NHs del 50% con un
extracto de corteza de pino (2% de MS) en una dieta forrajera. Esto probablemente es
debido al mayor contenido de TC de la uva Pais (y su OU) en comparacién con las
variedades comerciales comunmente reportadas en la literatura.

Los efectos de la interaccion dieta x OU sobre los AGCR sugieren un efecto
diferencial del OU sobre el metabolismo proteico segun el tipo de dieta en la que se
incluya. La inclusion de OU1o no afecto a la proporcion de AGCR. La inclusion de OU2o
redujo la proporcion de AGVCR en ambas dietas, pero la reduccion fue casi dos veces
mayor en las dietas AF que en las BF. Los AG de cadena ramificada son producto de la
fermentacion de aminodacidos, por lo es de esperarse una reduccién de la proporcion de
AGCR con una reduccion de la produccion de N-NHs. Por lo tanto, los efectos sobre las
concentraciones de N-NHs pueden ser el resultado de los contenidos de TC presente en el
OU. Un efecto diferenciado para taninos incubados en diferentes sustratos fue reportado
por Menci et al. (2021), quienes encontraron una mayor depresion de la produccion de N-
NHs y de las proporciones de AGCR en heno, que en un pasto alto en proteina por la

adicion de taninos. Los autores atribuyeron este efecto a las altas concentraciones de
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proteina bruta en el pasto, que pueden requerir mayores concentraciones de taninos para
producir efectos.

Las interacciones dieta x OU para propionato y para la relacion A:P coinciden con
Foiklang et al. (2016), quienes identificaron una interaccién entre el nivel de inclusion de
OU vy la fuente de fibra dietética. Los cambios en la proporcién molar de los AGV totales
e individuales registrados en este estudio coinciden con los obtenidos en otros estudios
sobre OU (Moate et al. 2020, Tayengwa et al. 2021, Vinyard et al. 2021). Las
concentraciones individuales de AGV en este estudio son similares a las reportadas por
Oskoueian et al. (2013), quienes encontraron que la miricetina y el kaemferol, dos
flavonoles principales de la uva, redujeron las concentraciones totales de AGV, las
concentraciones de propionato y aumentaron el butirato, asi como la proporcion A:P, en
condiciones in vitro. La reduccién de los AGV totales e individuales y la DIVMS son de
baja magnitud, en comparacion con las reducciones reportadas para esos parametros por
estos autores.

Las reducciones en el porcentaje, la produccién y el rendimiento de CHa, son
consistentes con informes anteriores. Foikland et al. (2016) informaron de una reduccién
en la produccién calculada de CH4 para OU 20%MS adicionado a fuentes forrajeras en
condiciones in vitro. Ademas, se informé previamente de una reduccion del 20% en las
emisiones de CHg al sustituir el 36% de heno de alfalfa por OU en vacas lecheras, sin
afectar a la produccién (Moate et al. 2014). Sin embargo, Moate et al. (2020) informaron
de una reduccion del 15% en las emisiones de CH4 junto a una reduccion del 10% en la

produccion de leche al sustituir el raigrds perenne fresco por OU. Estos autores

117



atribuyeron las reducciones al contenido de lipidos, ligninay TC del OU. Los lipidos no
se fermentan en el rumen, y cubren la superficie de las particulas de fibra impidiendo la
fermentacion por parte de los microorganismos, ademéas pueden tener efectos toxicos
sobre los metandgenos y los protozoos, contribuyendo asi a reducir la produccion de CH4
(Williams et al. 2020). La lignina no se fermenta en el rumen, por lo que no contribuye a
la produccion ruminal de CH4, pero puede unirse a los carbohidratos, inhibiendo su
degradacion enzimatica, reduciendo asi su fermentacion y la produccién de CHa. Pellikaan
et al. (2011) demostraron en condiciones in vitro los efectos antimetanogénicos de los TC
presentes en la semilla de uva, sin embargo, recientemente Moate et al. (2020) indicaron
que los TC del OU no son moléculas antimetanogénicas especialmente potentes. Del
mismo modo, Hixson et al. (2018) sugirieron un efecto sinérgico de los TC, los &cidos
grasos y la lignina. De hecho, las variedades OU con alto contenido de grasa afectan la
PGy las concentraciones de AGV, reduciendo asi la produccion de CHa, y las variedades
OU con mayores concentraciones de taninos de menor peso molecular tienen un mayor
potencial antimetanogénico.

Las correlaciones registradas en este estudio entre los principales parametros de la
fermentacién ruminal (DIVMS, produccion y rendimiento de CHa4), la proteina cruday la
FDN estan corresponden a los pardmetros normales de la fermentacion ruminal. Los
polifenoles totales y los TC se correlacionaron negativamente con los productos de
fermentacién in vitro (N-NHs y AGV), pero no con la produccion de CHa4 ni con el
rendimiento. Es posible que la falta de correlacion para los parametros de produccion de

CHa, apoye la sugerencia de Hixson et al (2018) de un efecto aditivo de los TC y lipidos
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sobre los efectos antimetanogénicos del OU. Investigaciones futuras son necesarias para
determinar si los efectos del OU sobre la metanogeénesis se deben a los polifenoles, a los
lipidos o a la combinacion de ambos.

Los resultados sugieren que el OU Pais tiene el potencial de mejorar el uso del
nitrégeno por los rumiantes y reducir las emisiones de CHas, aunque estos resultados
dependen del nivel de inclusién. La inclusién del OU Pais al 10% MS no generé efectos
importantes en la mayoria de los pardmetros evaluados. Sin embargo, la inclusion de OU
20% MS gener6 mayores impactos, que parecen depender de la relacion forraje-
concentrado de la dieta. Son necesarias mas evaluaciones para confirmar estos resultados

y evaluar la pertinencia del uso de Pais OU como ingrediente alimenticio para rumiantes.

3.1.6 Conclusion

La sustitucion parcial de heno mixto por OU Pais evaluado en este ensayo hasta
un 10% de la MS en dietas altas y bajas en fibra, reduce las concentraciones de N-NHs sin
efectos negativos sobre los parametros de fermentacién ruminal in vitro. La sustitucion de
fuentes forrajeras por OU Pais al 20% de la MS redujo la concentracion de N-NHs, asi
como la produccion y el rendimiento de CH4, como resultado de la reduccion de la
produccion de gas y el porcentaje de CHa en gas; y disminuye la DIVMS y los AGV
totales. Estos resultados sugieren que OU Pais tiene el potencial de sustituir parcialmente
fuentes fibrosas en la alimentacion de rumiantes, afiadiendo asi valor a un residuo
agroindustrial altamente disponible y contribuyendo a la sostenibilidad de los sistemas

ganaderos. Sin embargo, falta esclarecer los mecanismos de accion del OU sobre la
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particion de nitrégeno, por lo que se justifica la realizacion de méas estudios para entender

estos mecanismos y examinar si estos efectos se extienden a las condiciones in vivo.
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3.2SUSTITUCION PARCIAL DE FUENTES FIBROSAS POR ORUJO
DE UVA PAIS EN DIETAS PARA RUMIANTES: EFECTOS SOBRE
LA DESAPARICION DE NUTRIENTES, PRODUCCION DE
METANO Y LAS POBLACIONES MICROBIANAS EN

FERMENTADORES RUSITEC

3.2.1 Resumen

La uva Pais, variedad tradicional chilena se caracteriza por un alto contenido de
taninos, el OU derivado de esta podria reducir las emisiones de metano (CHs) y la
excrecion de nitrogeno reactivo de la ganaderia. Se evalu6 los efectos de la inclusion de
OU Pais al 20% MS en dietas para rumiantes altas (AF) y bajas (BF) en forraje sobre los
pardmetros de fermentacion, produccion de CHa y las poblaciones microbianas ruminales,
mediante un experimento con disefio factorial 2 x 2, cuatro tratamientos (dietas AF y BF,
cada una con y sin OU) en un sistema de fermentacién Rusitec de 8 fermentadores, en
incubaciones de 16 dias. ElI OU sustituyé parcialmente el heno mixto en la dieta AF, y
completamente al ensilaje de maiz en la dieta BF. Las poblaciones de bacterias totales,
principales bacterias fibroliticas, hongos totales y de metandgenos fueron evaluadas por
gPCR. La desaparicion in vitro de la MS, FDN y FDA de la dieta AF no fueron afectadas,
sin embargo, la inclusion de OU redujo la DIVMS (p=0.011) y la desaparicion de FDA
(p=0.004), las poblaciones de Fibrobacter succinogenes (p=0.006) y Ruminococcus

flavefaciens (p=0.001) en la dieta BF. La inclusion de OU (p <0.001) redujo la
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desaparicion de la proteina y la produccion de N-NHs (p<0.001), el rendimiento de CH4
y las poblaciones de metandgenos (p=0.001) en las dos dietas evaluadas. EI OU Pais 20%
MS puede reducir la degradacion de la proteina, la produccion de N-NHs y las emisiones
de CHyg, en dietas AF sin comprometer la digestion de nutrientes, pero su inclusion en

dietas BF puede reducir la DIVMS vy la desaparicion de fibra.

Palabras clave: residuos vinicolas, fibra, gPCR, amoniaco, rumiantes
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3.2.2 Introduccion

Los sistemas de produccion ganadera contribuyen significativamente con las
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI), se estima que el sector contribuye con
entre el 9% vy el 11% de las emisiones antropogénicas globales de CH4 (Pickering et al.
2015), y con el 60% de las emisiones globales de amonio (NH3) (Uwizeye et al. 2020).
Este escenario ha intensificado la busqueda de estrategias de mitigacion de los GEl,
enfatizando en la reduccién de las emisiones de CH4, especialmente para dietas altas en
fibra, que estimulan la produccion de CH4 al incrementar los acidos acético y butirico, y

reducir el propionato durante la fermentacion ruminal (Jayanegara et al. 2018).

Se espera un déficit de alimentos para el ganado como consecuencia del cambio
climatico, con una mayor amenaza para la produccion ganadera basada en el forraje
(Moorby y Fraser, 2021) y un incremento en la oferta de dietas concentradas a futuro es
improbable debido a conflictos por el uso de la tierra para la alimentacion humana y la
produccion de bioenergia (FAO, 2017), lo que hace necesario considerar fuentes
alternativas para la alimentacion animal. Los residuos y subproductos de la agroindustria
y la industria alimentaria representan riesgos ambientales y problemas de gestion (Klein
et al. 2021). Sin embargo, una alta proporcion de estos es rico en nutrientes, lo que los
hace potencialmente Utiles para la alimentacidn animal, reduciendo costos de produccion

(Lourenco et al. 2016). Algunos subproductos como el orujo de uva (OU) contienen
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cantidades considerables de compuestos bioactivos, como los taninos, cuyos efectos sobre
las emisiones de CH4 (Hixson et al. 2016), el metabolismo del nitrégeno y su excrecion
(Greenwood et al. 2012) y las propiedades quimicas y nutricionales de los productos
animales (lanni et al. 2019) han sido demostrados. EI OU posee ademas altos contenidos
de fibra y como muchos de los subproductos es de bajo costo, haciendolo potencialmente
atil como ingrediente alternativo para la alimentacion de rumiantes. Sin embargo, la gran
variabilidad en su composicion hace necesario evaluar su potencial nutricional, tolerancia
y asimilacion por los animales, asi como los efectos de su asociacion con otros
ingredientes (Babau et al. 2019).

Estudios previos han evaluado los efectos del uso de OU en dietas para rumiantes
sobre los rendimientos productivos (Moate et al. 2020, Tayengwa et al. 2021), la
produccion de CHa entérico (Russo et al. 2017, Hixson et al. 2018) y los efectos en la
calidad de los productos finales (Buffa et al. 2020a, Vieira et al. 2022). Sin embargo,
informacion sobre los efectos del OU sobre pardmetros de la fermentacién ruminal y las
poblaciones microbianas es limitada (Buffa et al. 2020b, Barraso et al. 2021). Ademas,
los resultados de investigaciones previas son ampliamente variables, debido a la
diversidad de fuentes del OU, las especies y grupos animales utilizados, el nivel de
inclusion en la dieta, el tipo de dieta y el ingrediente alimentario sustituido (Corredu et al.
2020).

Los resultados del estudio 3.1 (Suescun-Ospina et al. 2022) demostraron que la
inclusion de OU Pais hasta un 20% MS en dietas para rumiantes en condiciones in vitro

(batch), reduce la produccion de CH4, y las concentraciones de N-NHs sin afectar
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negativamente la fermentacién ruminal. Sin embargo, en ese ensayo no fue posible
dilucidar los mecanismos por los cuales el OU Pais afecta la metanogénesis, o reduce la
produccion de N-NHs, asi como sus efectos sobre la digestibilidad de los nutrientes y las
poblaciones microbianas de rumen. El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de
la inclusion de OU Pais al 20% MS en dietas con alto y bajo contenido de forraje sobre
los parametros de fermentacion ruminal, la produccién de CHs, la digestibilidad de
nutrientes y las principales poblaciones microbianas del rumen en un sistema de

fermentacidn semicontinuo Rusitec.

2.2.6 Materiales y métodos

Disefio experimental, in6culo ruminal y tratamientos

Se realizé un experimento in vitro basado en un disefio factorial 2 x 2 de cuatro
tratamientos usando un equipo de fermentacion semicontinuo de 8 fermentadores
(Rusitec). Cada tratamiento se evalué en dos replicas, durante dos periodos
experimentales de 16 dias. Las muestras se tomaron entre los dias 10 y 15 de incubacion.
Se formularon dos dietas experimentales para rumiantes (relacion forraje-concentrado
60:40 (AF) y 35:65 (BF) usadas como control, adicionalmente se incluyé OU Pais en las
dietas AF y BF, sustituyendo una fuente de fibra, hasta alcanzar el 20% MS de la dieta.
En la dieta AF, el OU sustituy6 el 70% del heno mixto y en la dieta BF el OU sustituyo el

100% del ensilaje de maiz. Con el fin de obtener contenidos similares de FDN y PC en las
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dietas con OU y control, se ajustaron las concentraciones de otros ingredientes debido a

que el FDN de OU Pais es inferior que las del heno mixto y el ensilaje de maiz (FDN

42.7%, 49.9% y 54.8%, respectivamente). Los ingredientes y la composicién quimica de

las dietas experimentales se presentan en la Tabla 3.2.1.

Tabla 3.2.1 Ingredientes y composicion quimica (g/kg MS si no se indica algo distinto)

de las dietas experimentales incubadas en fermentadores Rusitec

Tratamiento

Item ou AF__AFOU _ BF_BFOU
Ingrediente
Heno mixto 325 100 - -
Heno de alfalfa 375 400 200 200
Ensilaje de Maiz - - 200 -
Orujo de uva - 200 - 200
Maiz grano humedo 118 145 194 235
Harina de soya 22 45 118 105
Avena 150 100 278 250
Minerales 10 10 10 10
Composicion quimica

Materia seca, g/kg materia fresca 944.5 933 926 934 922
Materia organica 934.1 847 833 888 857
Proteina cruda 99.8 150.6 151.1 160.3 161.2
Extracto etéreo 98.2 153 255 16.6  26.9
Fibra detergente neutro 414.7 407.1 397.2 286.3 272.2
Fibra detergente &cido 422.1 313.8 316.7 179.1 176.1
Carbohidratos no fibrosos 290.8 341 334.2 490.8 477.7
Polifenoles totales (AG-eq/g MS) 18.4 - - - -
Taninos condensados (CAT-eq/kg MS) 68.9 0.4 16.0 0.3 15.7

Nota: OU: orujo de uva AF: Alta en forraje; BF: baja en forraje; AFOU: dieta AF con OU 20%MS; BFOU:

dieta BF con OU 20% MS.

Perfil de &cidos grasos del OU Pais: C16:0, 8.81%; C18:0, 6.63%; C20:0, 2.22%; C18:1, 21.89 %; C18:2:

60.45 %, como % de los &cidos grasos totales.
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Orujo de uva Pais
El origen, procedimientos de secado y conservacion del OU Pais es descrita a

detalle en el estudio 2.2 de esta tesis.

Animales y fermentacion in vitro

La descripcion de los animales donadores y su manejo, la coleccion y
procesamiento del licor ruminal fueron descritos en el estudio 3.1. Simultdneamente a la
coleccion de liquido ruminal, se colect6 digesta solida de distintas partes del rumen, la

cual fue transportada y procesada en iguales condiciones que el liquido ruminal.

Procedimiento de incubacion

El dia de incubacion (dia 1), cada fermentador se llend con 200 mL de buffer
McDougall (1948) y 800 mL de liquido ruminal. Ademas, cada fermentador recibio dos
bolsas de poliéster (tamafio de poro 50 um; Ankom technology corp., Macedon, EE.UU.),
una con 40 g de digesta sélida y otra con 10 g del tratamiento correspondiente, asignado
al azar a cada fermentador. A las 24 h de incubacion, las bolsas de digesta solida fueron
sacadas Yy sustituidas por bolsas con el tratamiento correspondiente. Cada fermentador se
infundié permanentemente con buffer McDougall a una tasa de 2.9% durante todo el
periodo experimental. Los gases generados se recogieron en bolsas reutilizables de
coleccion de orina (2 L de capacidad) unidas a un matraz Erlenmeyer (2 L) para recoger
los efluentes liquidos de cada fermentador. Los gases y la produccion de efluentes se

midieron diariamente.
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Desaparicion de nutrientes, produccién de gas y parametros de fermentacion

Desde el dia 10 hasta el dia 15 de incubacién se determind la desaparicion in vitro
de la materia seca (DIVMS). Luego de 48 h de incubacion, las bolsas fueron retiradas,
lavadas con agua desionizada hasta que estd no contenia residuos visibles, y secadas en
horno a 55°C durante 48 h. La DIVMS se calcul6 sobre la base de la materia seca residual.
Los residuos se agruparon por fermentador y se molieron a través de un tamiz de 1 mm
para su analisis quimico. Diariamente, durante el intercambio de bolsas se midi6 la
produccién de gas (PG) utilizando un aparato de desplazamiento de agua (Fedorah y
Hrudey, 1983). Previo a la medicién, de cada bolsa se recogié una muestra de 15 mL, que
se transfirieron a un exetainer vacio de 5.9 mL (Labco Ltd., High Wycombe, Reino
Unido), el cual se mantuvo a temperatura ambiente hasta evaluacion. El pH del liquido
ruminal se registro antes de su depdsito en los fermentadores (el dia 1), y el pH del medio
de fermentacion se registrd diariamente, con un medidor portatil de pH (Thermo
Scientific, Orion Star A121 pH Portable Meter, USA). Se recogieron diariamente muestras
del efluente de cada fermentador para determinar los contenidos de &cidos grasos volatiles
(AGV) y de nitrogeno amoniacal (N-NHs), de acuerdo con la metodologia descrita en el

capitulo 3.1.
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Extraccién de ADN y ensayo gPCR

Para evaluar los cambios en las poblaciones microbianas asociadas al liquido
(LAM, del inglés “liquid associated microorganisms”) y al sélido (SAM, del inglés “solid
associated microorganisms”) durante la fermentacion, se tomaron muestras individuales
de liquido (10 mL) y de s6lido (10 g) de cada uno de los vasos de fermentacion en los dias
5 y 16 de incubacién. Las muestras solidas fueron inmediatamente congeladas y
almacenadas a -80 °C hasta su procesamiento. Las muestras fluidas se centrifugaron dos
veces a 10.000 g durante 15 minutos a temperatura ambiente, el pellet formado se lavd
con buffer fosfato (BTS), se centrifugd de nuevo y se descarto el sobrenadante. Las
muestras se almacenaron a -80 °C para su posterior analisis. EI ADN de las muestras
microbianas de LAM y SAM (300 mg) se extrajo utilizando el kit ADN de tejidos
E.Z.N.A.® (Omega Bio-Tek, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
volumen de elucién del ADN fue de 150 uL. La calidad y el rendimiento del ADN se
determinaron utilizando un lector de microplacas Epoch 256695 (BioTek, Vermont, USA)
y la concentracion final de ADN de los extractos se ajustd a 10 ng/pL para todos los
analisis. Se utilizaron oligonucledtidos sintetizados quimicamente por Integrated DNA
Technologies, Inc. (IDT; Coralville, IA), segln secuencias reportadas previamente (Tabla
3.2.2). El analisis de PCR cuantitativo (QPCR) se realizd por triplicado utilizando un
sistema gPCR Mx3000p (Stratagene, La Jolla, CA). La eficiencia global de amplificacién
(Es) se determiné a partir de la pendiente de las curvas estandar utilizando la ecuacién: Es

= 107(-Islope) - 1, segin Denman y McSweeney (2006). Cada mezcla de reaccion de
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PCR (20 pl de volumen final) contenia 10 pl de Brilliant II SYBR Green QPCR Master
Mix (Agilent Technologies, Estados Unidos), 0.5 ul de 25 uM de cada primer directo e
inverso, 5 ul de agua miliQ y 4 pl de ADN extraido. Un control negativo (agua destilada
estéril) fue evaluado en cada placa para detectar contaminacién o la formacion de dimeros.
La amplificacion se realizd con el programa: 95°C durante 15 minutos para
desnaturalizacion, 40 ciclos a 94°C por 60 sy 60°C por 60 s. Se realizé la cuantificacion
absoluta de bacterias y hongos totales mediante gPCR basada en el método de la curva
estandar, utilizando ADN extraido de pellets microbianos de los tratamientos control
(0.0001-10 ng/mL). Para calcular la concentracion de ADN total (ng/g MS) expresada

como Log10, se utilizo la ecuacion:

SQ mean* C * DV
S*P

logio ng ADN=

Donde,

SQ mean es el nimero medio de copias cuantificadas durante la amplificacion,
C es la concentracion de ADN de la muestra,

DV es el volumen de dilucion del ADN extraido

S es la cantidad de ADN (ng) utilizada en el analisis

P es la cantidad (mg) de contenido ruminal utilizada en la extraccion.

El método 2-AACt se utilizo para el analisis de la expresion génica relativa de los
metanogenos totales, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus, Ruminococcus

flavefaciens, Butyrivibrio fibrisolvens y Prevotella spp. Las bacterias totales sirvieron de
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estandar interno dada su mayor abundancia, Ct representa el ciclo umbral después de
corregir las diferencias en las eficiencias de amplificacion entre el objetivo y las bacterias

totales.

Tabla 3.2.2. Primers usados en el ensayo qPCR

Temperatura ~
L . . Tamaiio .
Objetivo Secuencia de annealing Referencia
€C) (bp)
Bacterias totales F CGGCAACGAGCGCAACCC 60 145 Denman &
R CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC MCSweeney
2006
Hongos totales F 55 120 Denman &
GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC MCSweene
R CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT 2006 Yy
Metanogenos F TTCGGTGGATCACARAGAGC 60 140 Denman &
totales R GBAAGTCGTATCCGTAGAATCC MCSween ey
2006
Fibrobacter E %%E’%%%%ggﬁiﬁ?% 60 446 Tajima et al.
succinogenes 2001
Butirivibrio F GCCTCAGCGTCAGTAATCG 55 Stevenson &
fibrisolvens R GGAGCGTAGGCGGTTTTAC Weimer
(2007)
Ruminococcus F CCCTAAAAGCAGTCTTAGTTCG. 55 175 Koike &
albus R CCTCCTTGCGGTTAGAACA Kobayashi
(2001)
Ruminococcus CGAACGGAGATAAT":I'TGAGTTTACTTAGG 55 132 Denman &
flavefasciens R CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC Mcg‘é‘gg”ey
Prevotella spp F CACGGTAAACGTGGAT 55 534 Matsuki et al.
R GGTCGGGTTGCAGACC (2002)

Nota: F: forward; R: reverse.

Anélisis quimico

Muestras de los tratamientos y de los residuos de la fermentacion fueron molidos
(molino de grano, Breuer, Temuco, Chile) a través de un tamiz de 1 mm para su analisis
de acuerdo con los analisis descritos en el estudio 2.1 de esta tesis. Las concentraciones

de AGV vy la produccion de N-NHs (mmol/L) obtenidos fueron multiplicados por el
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volumen de efluente (L/dia) para estimar la produccion diaria de AGV y N-NHs,

expresadas en mmol/dia.

3.2.3 Andlisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA para un arreglo factorial de medidas repetidas para analizar las
caracteristicas de fermentacion, con el tratamiento (dietay OU), el periodo de incubacion,
el dia y la interaccion dieta x dia como efectos fijos, y el fermentador como efecto
aleatorio; utilizando el modelo:

Yijk=p + Bi + 0j + 0k + (ad)jk + €ijk

donde: Yijk es cada observacion de la unidad experimental (de cada fermentador);
 es la media general; Bi es la incubacion (efecto aleatorio); aj es la concentracion de OU
(efecto fijo); ok es el efecto de la dieta (efecto fijo); (ad)jk €s la interaccion entre ambos
factores; y eijk €s el error experimental. Las estructuras de covarianza para este analisis se
determinaron basandose en el valor minimo del criterio de informacion de Akaike. Se
compararon medias mediante la prueba de Tukey, declarando significancia cuando

p<0.05. Los resultados se presentan como valores medios y el error estandar de la media.

Los datos del analisis molecular se transformaron a porcentaje como (2-AACT) x

100 y luego a escala logio antes del analisis estadistico de acuerdo con Liang et al. (2017).
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Serealiz6 ANOVA de unavia factorial para la evaluacién de los cambios en la abundancia
relativa de cada una de las poblaciones microbianas de acuerdo al modelo estadistico:

Yijk = p + ai + Bj + (ad)ijk + €ijk

donde: Yijk es cada grupo microbiano; p es la media general; oj es el efecto del
tratamiento; Bj es el efecto del dia de muestreo (5 0 16); (af)jk es la interaccion entre el
tratamiento y el dia de muestreo; y sijk es el error experimental. Se aplico la prueba de
Tukey para la comparacion de medias y se declararon diferencias cuando p<0.05. El indice
de diversidad de Shannon del microbioma bacteriano se calculd utilizando Microsoft

Excel (Microsoft Office 365).

3.2.4 Resultados

Desaparicion de nutrientes y parametros de fermentacion ruminal

Los resultados de la desaparicion in vitro de nutrientes y los parametros de
fermentacion son presentados en la Tabla 3.2.3. No se registré interaccion entre la dieta y
la inclusion de OU sobre la desaparicion in vitro de la MS, la FDA, el pH, las
concentraciones de N-NHs o las proporciones molares de butirato. Sin embargo, se detecto
dicha interaccion para la desaparicion in vitro de FDN (p=0.012) y de la proteina cruda
(p=0.010). La desaparicion in vitro de la FDN fue reducida un 24.7% con la inclusion de

OU en la dieta BF, aunque no hubo efectos de la inclusion a la dieta AF. La desaparicion
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in vitro de la proteina cruda fue reducida en 7% por la inclusion de OU en la dieta AF y
en 12.7% por la inclusion de OU en la dieta BF. La DIVMS fue menor para la dieta AF
que para la dieta BF (p<0.001), asi mismo, la inclusién de OU (p=0.011) redujo la DIVMS
de la dieta BF, pero no la correspondiente a la dieta AF.

La produccion diaria de N-NHs (p<0.001) fue reducida en 21.8% y 20.8% por la
inclusion de OU en las dietas AF y BF, respectivamente. La produccion total de AGV
(p=0.010) y la proporcion molar de acetato (p=0.016) fueron afectadas por la interaccion
entre la dieta y la inclusién de OU. Aunque la produccidn total de AGV fue mayor en las
dietas BF, no hubo diferencias por la inclusion de OU. La produccién molar de acetato
fue mayor en las dietas AF, que en las dietas BF, pero no hubo efectos de la inclusion de
OU. Las proporciones molares de butirato (p=0.014), acidos grasos voléatiles de cadena
ramificada (AGCR, p=0.024) y la relacion acetato-propionato (p=0.037) fueron afectadas
por la relacion entre la dieta y la inclusion de OU. No se registraron diferencias por la
inclusién de OU en la dieta AF, sin embargo, la inclusién de OU en la dieta BF redujo la

proporcién de propionato y de AGCR e incrementd la relacion A:P.

Tabla 3.2.3. Desaparicién de nutrientes (% MS) y parametros de la fermentacion ruminal
de dietas altas (AF) y bajas (BF) en forraje, y tratamientos con orujo de uva (OU, 20%

base MS) en fermentadores Rusitec

item Tratamiento EEM p-Valor
AF  AFOU BF BFOU D OuU DxOU
DIVMS 55.98 5558 66.84 62.88 0.09 <0.001 0.011 0.090
FDN 26.4% 23.9%8 24.2% 1828 158 0.064 0.187 0.012
FDA 27.4%  24.9%® 2454 21.08 089 <0.001 0.004 0.526
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CP 65.2  60.78 65.74 57.38 1.03 <0.001 <0.001 0.010

pH 7.3~ 7.3%C 728 77° 002 <0001 0.008 0.413
N-NHs (mmol/dia) 7.8~ 6.18 777 618  0.06 0.218 <0.001 0.161
AGV Totales 60.98  62.3% 726° 7574 0.85 <0.001 0.003 0.010
(mmol/dia)

Proporciones molares (mol/100 mol)

Acetato 63.84  63.0" 60.82 60.58 0.78 <0.001 0.147 0.016
Propionato 29.578  28.948 30.24 27.9%8 0.6 0471 0.015 0.014
Butirato 6.85  6.948 8.0 8.01" 035 <0001 0.141 0.424
AGCR 2.2/ 2.04% 22 1.8% 0.09 0.071 <0.001 0.024
Relacion A:P 22~ 218" 208 222 0.05 0.010 0.079  0.037

Nota: EEM: error estandar de la media; FDN: fibra detergente neutro, FDA: fibra detergente acido, CP: proteina cruda,
N-NHz: nitrégeno amoniacal, AGV: &cidos grasos volatiles, AGVRC: &cidos grasos de cadena ramificada: iso-valerato
+ iso-butirato. D: dieta, OU: orujo de uva, DxOU: interaccion dieta y orujo de uva.

A8 Dentro de las filas, medias sin un superindice comdn difieren (p < 0.05).

Produccion total de gas y metano

La produccion diaria de gas (p<0.001) y la produccién acumulada de gas
(p=0.049) fueron afectadas por la dieta, pero no por la inclusion de OU (Tabla 3.2.4).
Igualmente, la produccién diaria de CHs (p<0.001) y la produccion de CH4 (p<0.001)
fueron afectadas por la dieta, pero no por la inclusion de OU. Entre tanto, el rendimiento
de CH4 (mg/g MS desaparecida) fue reducido en 18% en la dieta AF y en 14% en la dieta

BF por efecto de la inclusién de OU (p=0.001).

Tabla 3.2.4. Produccion de gas y metano (CHa4) en dietas altas (AF) y bajas (BF) en forraje

y tratamientos con orujo de uva (OU, 20% base MS) en fermentadores Rusitec

Tratamiento EEM p-Valor
AF AFOU BF BFOU D OuU DxQuU

item

Produccién total de

. 1418 143" 1.64~ 1.61* 0.051 <0.001 0.625 0.669
gas (L/dia)
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Gas acumulado
(L/g MS 0.578  0.558 0.63* 0.62% 0.009 0.049 0.290 0.344
desaparecida)

Produccién de metano

CHa, mg/dia 26.118 25.27® 37.23" 34.42% 166 <0.001 0.098 0.579
CH., mg/g MS 336%8 290° 426 402 0281 <0.00L 0.056 0.207
incubada
CH4, mg/g MS

4 6.75% 5558 6.38% 5.47®% 0.194 0.056 0.001 0.225
desaparecida

Nota: EEM: error estandar de la media; D: dieta, OU: orujo de uva, DxOU: interaccion dieta y orujo de uva. A8 Dentro
de las filas, medias sin un superindice comun difieren (p < 0.05).

Abundancia absoluta y relativa de las poblaciones microbianas

Los efectos de los tratamientos sobre la abundancia absoluta de bacterias y hongos
totales se presentan en la Tabla 3.2.5. La interaccion entre el dia de muestreo y la inclusion
de OU afectd el nimero de copias de los genes de bacterias totales (p<0.001) y hongos
totales (p<0.001) en las muestras de microbios asociados a la fase liquida (LAM) y la fase
sélida (SAM). No hubo diferencias entre tratamientos el dia 5 de incubacién, sin embargo,
el dia 16 de incubacién se registré un incremento del nimero de copias de los genes de
bacterias totales y de hongos totales en las muestras SAM para los dos tipos de dieta. Por
su parte, en las muestras LAM se registré una reduccion en el namero de copias de los
genes de bacterias totales de las dietas AFOU y BFOU, asi como en el nimero de copias

de los genes de hongos totales correspondientes a las dietas BFOU.
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Tabla 3.2.5. Cambios en el DNA de bacterias y hongos totales (logio concentracion de ADN [ng/g MS]) en muestras solidas
(SAM) vy liquidas (LAM) de fermentadores Rusitec, alimentados con dietas altas (AF) y bajas (BF) en forraje y tratamientos

con orujo de uva (OU) Pais.

Dia 5 Dia 16 Valor
Tratamiento EEM Tratamiento EEM P

AE  AFOU BF BFOU AE  AFOU BF BEOU OU Dia DxOU
SAM
Bacterias ¢ )38 16078 1560C 15.83¢ 0123 16.34® 16.68* 15.93%C 16.79° 0220 <0.00L 0.059 <0.001
otales . . . . . . . . . . . . .
g?;ggs 00788 0.0788 0.076° 0.075° 0.143 0.079®% 0.083* 0.0808 0.083* 0.002 <0.001 0.217 <0.001
LAM
Bacterias o can 535A  6.08%® 6314 0712 534°® 4.098° 518 5005 0072 <0.001 0215 <0.001
totales . . . . . . . . . . . . <0.
g‘t’;ggs 0.08~ 0.08° 0.08* 008 0021 0.07°8 007 0078 0.068 0.002 <0.001 0.198 <0.001

Nota: EEM: error estandar de la media; D: dia de muestreo, OU: orujo de uva; OUxD: orujo de uva x dia; SAM: microbios asociados a s6lidos; LAM: microbios asociados
a liquido. A€ Dentro de las filas, medias sin un superindice comin difieren (p < 0.05).
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La interaccion entre el dia de muestreo y la inclusion de OU afecté la abundancia
relativa de todas las poblaciones de microorganismos en las muestras SAM de los
tratamientos evaluados y las poblaciones de metandgenos totales de las muestras LAM
(Tabla 3.2.6). La inclusion de OU a las dietas generd una reduccion de las poblaciones de
metanogenos totales en las muestras SAM (p=0.007) y LAM (p=0.045) de las dos dietas
el dia 16 de incubacién. Igualmente, se registr6 reduccion en las poblaciones de
Fibrobacter succinogenes en las muestras SAM (p=0.006) de las dos dietas, pero no en
las muestras LAM. Las poblaciones de Ruminococcus flavefaciens (p<0.001) fueron
reducidas en las muestras SAM de la dieta BFOU, pero no en la dieta AFOU. Las
poblaciones de Butyrivibrio fibrisolvens (p=0.009) se incrementaron en las muestras de la
fase solida de las dos dietas. Las poblaciones de Ruminococcus albus (p=0.006) se
incrementaron por efecto de la inclusion de OU (p=0.017) en las dos dietas respecto a las
dietas control, indistintamente del dia de muestreo. El indice de Shannon, (indicador de la
diversidad del microbioma) de las muestras SAM de las dietas con OU fue incrementado

el dia 16 de incubacion (p=0.015).
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Tabla 3.2.6. Abundancia relativa (% de bacterias totales) de los microorganismos de interés en muestras sélidas y liquidas de

fermentadores Rusitec alimentados con dietas altas y bajas en forraje, sin (AF, BF) y con inclusién de orujo de uva Pais (AFOU,

BFOU)
DIAS DIA 16 > valor
Tratamiento EEM

AF AFOU BF BFOU AF AFOU BF BFOU OU Dia OUxDia
SAM
Metanogenos totales 1~ 0.07® 1A 0.06% 14 0.01¢ 1A 0.02° 0.015 0.000 0.001 0.007
Butyrivibrio 1© 1486 1€ 453  1C 6058 1C 837A 1212 0.007 0.016 0.009
fibrisolvens
Ruminococcus 1~ 0458 1A 0188 1A 0348 1A 008 0.008 0.008 0.001 <0.001
flavefaciens
Fibrobacter 18 556A 18 5154 1B (0568 18 0458 1101 0.000 0.00L 0.006
succinogenes
Ruminococcus albus 16 6.19A 1¢  243%  1C 942”2 1C 2038 0490 0017 0009 0.006
Prevotella spp. 1© 2788 16 653  1C 2338 1C 506 0748 0.002 0.017 0.009
LAM
Metanogenos totales 1A 0.048 1A 0048 1A  0.02¢ 1A 00I1¢ 0064 0.050 0.002  0.045
Butyrivibrio
b rISOlvens 1 08 1 096 1 097 1 061 0109 0056 0.191 0.175
Ruminococcus 1A 0098 1A 002¢ 1A 0118 1A 001 0.007 0.000 0.000 0.115
flavefaciens
Fibrobacter 18 208% 18 2024 1B 208* 18 201A 0096 0.000 0.000 0.963
Ssuccinogenes
Ruminococcus albus 16 3.36A  1¢  3.20A 16 3018 1C 3.05*8 0194 0.027 0086 0.501
Prevotella spp. 18 0508 1B 4877 18 0.01¢ 1B 3.332 0.544 0.004 0.002 0.061

Nota: OU orujo de uva, OUxDia: interaccién entre el contenido de OU y el dia de muestreo
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Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes y Prevotella spp. fueron las
poblaciones mas abundantes en las muestras SAM de la dieta AFOU el dia 5 de
incubacion, un cambio fue registrado el dia 16 de incubacion, por el incremento en las
poblaciones de Butyrivibrio fibrisolvens y una reduccién de las poblaciones de F.
succinogenes. Para la dieta BFOU, las poblaciones dominantes en las muestras SAM el
dia 5 de incubacion fueron Prevotella spp., Fibrobacter succinogenes y Butyrivibrio
fibrisolvens, con un incremento de la poblacion de Butyrivibrio fibrisolvens, y una
marcada disminucion de las poblaciones de Fibrobacter succinogenes el dia 16 de

incubacion.

DISCUSION

La falta de efectos en la DIVMS y la PG registrados en este estudio para la dieta
alta en forraje con OU concuerdan con fermentaciones in vitro de OU reportadas por Giller
et al. (2021). De otra parte, la reduccion en la DIVMS de registrada para la dieta baja en
forraje con OU coincide con resultados previos de estudios realizados con OU en
condiciones in vivo (Caetano et al. 2019; Vinyard et al. 2021). Los efectos sobre la
desaparicion de FDN o FDA parecen ser dependientes del tipo de dieta. Estudios previos
con OU en condiciones in vivo (Juracek et al. 2021, Tayengwa et al. 2021), de taninos

como aditivos alimentarios (Jayanegara et al. 2018) y de plantas como fuentes de taninos
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(Roca-Fernandez et al. 2020) se reportaron efectos sobre la desaparicion de la FDA,
coincidiendo con estos reportes, en este estudio se registrd una reduccion en la
desaparicion de la FDA en la dieta BF, aunque no en la dieta AF. La inclusién de OU a la
dieta redujo la desaparicion de la proteina cruda independientemente del nivel de forraje
de la dieta, resultados que coinciden con los de Juracek et al. (2021) y Vinyard et al.
(2021).

Se han propuesto multiples causas para los efectos deletéreos del OU sobre la
digestibilidad de los nutrientes, la produccion de gas y de CHa, principalmente sus altos
contenidos de TC, lignina y EE (Hixson et al. 2018; Moate et al. 2020). Los TC
disminuyen la digestibilidad de nutrientes por formacion de complejos con proteinas,
carbohidratos estructurales y otros polimeros impidiendo su fermentacion; ademas,
inhiben de manera directa a los microorganismos y las enzimas microbianas fibroliticas
(Vastaetal, 2019). La lignina no es fermentada en el rumen, induciendo una reduccion en
la digestion de la fibra por inhibicién de las bacterias celuloliticas del rumen, y restriccion
del acceso de las enzimas fibroliticas a la celulosa y la hemicelulosa (Moore y Jung, 2001).
Los lipidos tienen efectos negativos en la fermentacion ruminal y en la digestion de la
fibra (Jenkins, 1993) ya que los acidos grasos poliinsaturados inhiben el crecimiento de
bacterias y protozoos, reduciendo la digestion de la fibra. Los acidos grasos insaturados
C-18 generan toxicidad directa sobre protozoarios y metandgenos (Zhang et al. 2008), el
aceite de semilla de uva esta constituido entre el 66-75% por C-18:2 (Lutterodt et al.

2011), ademas contiene catequina, epicatequinay procianidina B1 (Maier et al. 2009), por
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lo tanto, se podria esperar un efecto negativo del OU con altos contenidos de semillas,

sobre la fermentacion ruminal.

La inclusién de OU en las dietas, indistintamente del nivel de forraje modificé la
estructura de las poblaciones microbianas del rumen, pero no perjudico la diversidad, de
acuerdo con los resultados del indice de Shannon, que fue incrementado en las muestras
de la fase solida, pero no en la fase liquida, al final de la incubacion para las dos dietas
evaluadas. Estos resultados coinciden con los de Mateos et al. (2017) para fermentaciones
en Rusitec. La sustitucion de heno mixto por OU en la dieta AF, redujo las poblaciones
de F. succinogenes, una de las principales bacterias celuloliticas del rumen, sin embargo
esto no afect6 la desaparicion in vitro de la FDN o de la MS, lo que podria ser resultado
del incremento en las poblaciones de R. albus y de B. fibrisolvens, importantes
degradadores de celulosa y hemicelulosa, asi como de las poblaciones de hongos totales,
que a través de la actividad mecéanica y enzimatica aportan a la degradacién de la pared
celular (Hess et al. 2020). La comunidad fibrolitica del rumen muestra redundancia
funcional, mdaltiples microorganismos comparten rasgos funcionales y pueden
reemplazarse entre si (S6llinger et al. 2018), esto podria explicar la falta de efectos sobre
la desaparicion de la fibra y la MS registrados en este ensayo. La DIVMS del OU es
significativamente menor (30%, Molina-Alcaide et al. 2008) que la del ensilaje de maiz,
que esta en el rango 60-70% (Ferreira y Mertens, 2005), lo cual podria reflejarse en la

DIVMS de la dieta.
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Una reduccion de la digestibilidad de la celulosa en la dieta BFOU es consistente
con la reduccién observada de las poblaciones de F. succinogenes y R. flavefaciens, que
puede ser resultado de los contenidos de &cidos grasos del OU; la suplementacion con
acidos grasos C-18 reduce las poblaciones de F. succinogenes e incrementa las de R. albus
y R. flavefaciens (lvan et al. 2013). R. flavefaciens no fue incrementado en este ensayo, lo
cual podria ser efecto de los polifenoles contenidos en el OU. Se ha establecido que R.
flavefaciens es altamente susceptible a los polifenoles mientras que R. albus es estimulado
por estos compuestos (Demirtas et al. 2021). Butyrivibrio fibrisolvens y Prevotella
ruminicola son fermentadores de pectina en el rumen (Zhou et al. 2015), y el 20% de la
pared celular de pieles del OU son sustancias pécticas acidas (Pinelo et al. 2006), esto
podria explicar el incremento de B. fibrisolvens registrado para ambas dietas. Las
poblaciones de Prevotella spp. fueron mayores en las dietas BF que en las dietas AF,
coincidiendo con los resultados de Henderson et al. (2015). Sin embargo, la inclusién de
OU a las dietas no afecto estas poblaciones, contrario a ensayos previos en los cuales las
poblaciones de Prevotella se incrementaron por la inclusion de semillas de uva (Wang et
al. 2021), o redujeron por el uso de taninos de castafio y quebracho (Diaz-Carrasco et al.
2017).

La produccion diaria de AGV totales no fue afectada por la inclusion de OU en las
dietas experimentales, lo que coincide con resultados previos con OU en condiciones in
vitro (Giller et al. 2021) e in vivo (Buffa et al. 2020a, Moate et al. 2020), pero contrario a
esos estudios el perfil de AGV no fue notablemente afectado. La sustitucion parcial del

ensilaje de maiz por OU en la dieta BF pudo generar una reduccion de carbohidratos
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rapidamente fermentables y el incremento de la fibra, induciendo a una menor produccion
de propionato. Asi mismo, la disminucion de las poblaciones de R. flavefaciens y F.
succinogenes, que producen grandes cantidades de succinato, que se convierte en
propionato (Wang et al. 2020) pudo causar la reduccion de propionato. Otros
investigadores (Moate et al. 2014; Vinyard et al. 2021) también han informado de la
reduccion de las proporciones molares de propionato con inclusiones de OU superiores al
20% de MS en dietas forrajeras. Dada la reduccion de las concentraciones de propionato,
es posible que la reduccion en el rendimiento de CH4 por efecto del OU registrada en este
ensayo no implique la produccion de hidrégeno metabolico y sea un efecto directo de los
TC y grasa contenidos en el OU sobre las poblaciones de metanégenos.

Las reducciones en el rendimiento de CHa registradas en este estudio son
consistentes con los resultados de Moate et al. (2014) y Moate et al. (2020), quienes
atribuyeron estas reducciones a los &cidos grasos y TC contenidos en el OU, los cuales
impiden la fermentacion y la consecuente formacion de CHa. Se ha reportado un efecto
débil de los TC del OU sobre la metanogénesis (Russo et al. 2017, Hixson et al. 2018),
sugiriendo que la reduccion de la metanogenesis ruminal por el OU es resultado de la
sumatoria de los efectos de lignina, grasa y TC. Los acidos grasos presentes en el OU
podrian tener efectos toxicos sobre los microorganismos, y generar efectos aditivos con
los TC sobre la metanogénesis (Williams et al. 2020). Un efecto adverso sobre la
fermentacion de la fibra y, en consecuencia, una reduccion de la produccion de CH4 podria
ser el mecanismo que explicaria en parte los resultados para la dieta baja en forraje con

inclusién de OU, pero no para la dieta alta en forraje. Las reducciones en las poblaciones
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totales de metandgenos como resultado de la inclusion de OU, coinciden con resultados
de Zhang et al. (2022) que evaluaron OU al 5% MS en ensilaje de alfalfa in vitro. La falta
de efectos sobre la fibra y la desaparicion de la materia seca in vitro para la dieta AF
confirman que la reduccién en la produccion de CHas es resultado de un efecto deletéreo
directo de los TC y la grasa del OU sobre los microorganismos involucrados en la
metanogénesis.

Los efectos de los taninos dietarios sobre la protedlisis ruminal y el metabolismo
del N, han sido evaluados, aunque los resultados no son consistentes. Sin embargo, el uso
de plantas y extractos ricos en taninos se ha propuesto como estrategia para incrementar
la retencion de N y reduccion de las emisiones (Tan et al. 2021). Las reducciones en la
produccion de N-NHs registradas para las dos dietas evaluadas son similares a las
reportadas por Moate et al. (2020), Tayengwa et al. (2021) y Ream et al. (2021), quienes
atribuyeron esta reduccion a una disminucion de la degradacidén proteica ruminal,
resultado de la formacion de complejos tanino-proteina y por la supresion del crecimiento
y actividad de las bacterias proteoliticas por parte de los taninos (Vasta et al., 2019).
Butyrivibrio fibrisolvens y Prevotella Spp. bacterias ruminales con actividad proteolitica
(Sales et al. 2000), no fueron afectadas por la inclusion de OU, de hecho, las poblaciones
de B. fibrisolvens se incrementaron en este estudio. La reduccion de la produccion de N-
NHs, la desaparicion in vitro de la PC y la reduccion de los AGV de cadena ramificada en
este ensayo son consistentes con una protedlisis reducida, lo que sugiere la formacion de
complejos tanino-proteina como causa de estos resultados, en lugar de efectos sobre la

actividad microbiana.
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Conclusion

El OU Pais puede ser incluido al 20% MS en una dieta alta en forraje para
rumiantes sustituyendo parcialmente al heno mixto sin comprometer la digestion de
nutrientes y la fermentacion ruminal, sin embargo, la sustitucién total del ensilaje de maiz
en dietas BF puede reducir la DIVMS vy la desapariciéon de fibra. La reduccién en la
concentracion ruminal de N-NHs y el rendimiento de CHa4 (g/kg de MS desaparecida) para
las dietas alta y baja en forraje sugieren una reduccion en la degradacion ruminal de la
proteina y de las emisiones entéricas de CHa, lo que podria estar asociado a una mayor
eficiencia en el uso de la proteina y la energia consumida por los animales, reduciendo
ademas impactos ambientales de la ganaderia. Los efectos del OU Pais sobre el
rendimiento de CHa4 pueden atribuirse a una accién aditiva de los &cidos grasos y de los
taninos condensados, aunque la magnitud de los efectos depende del tipo de fuente fibrosa

a la que sustituye el OU.
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CAPITULO 4

EVALUACION DE LOS EFECTOS DE UN EXTRACTO
POLIFENOLICO DE ORUJO DE UVA PAIS SOBRE PARAMETROS DE

FERMENTACION RUMINAL IN VITRO
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41EFECTOS DE DOSIS CRECIENTES DE UN EXTRACTO
POLIFENOLICO DE ORUJO DE UVA PAIS SOBRE LA
FERMENTACION RUMINAL, PRODUCCION DE METANO Y
POBLACIONES MICROBIANAS EN UN SISTEMA DE

FERMENTACION RUMINAL RUSITEC

4.1.1. Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de dosis crecientes de un extracto
polifendlico de OU Pais (EOU) sobre los parametros de fermentacion, digestibilidad de
nutrientes, produccion de metano y principales microorganismos ruminales en un sistema
de fermentacion semicontinuo Rusitec. Se utiliz6 como sustrato una dieta alta en forraje,
con la inclusién de dosis crecientes del EOU (0, 0.7, 1.4 y 2.1% MS). La inclusion de
EOU a la dieta no afect6 la DIVMS, la produccién de gas, la produccion total de AGV, o
la produccién de acido acético, pero incrementd linealmente la desaparicion in vitro de
FDN (p=0.006), redujo linealmente la desaparicion in vitro de la PC (p<0.001), la
produccion diaria de N-NHs (p=0.009) y la proporcion molar de AGV de cadena
ramificada (p=0.003). La inclusion de EOU redujo la produccion de CH4 por materia seca
incubada (p<0.001) y la produccion de CHs por materia seca desaparecida (p<0.001),
hasta un 30% proporcionalmente a la concentracion de EOU en la dieta. Los efectos sobre

la produccion de N-NHs, se relacionaron con la formacion de complejos tanino-proteina,
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asi como cambios en las poblaciones de bacterias con actividad proteolitica por efecto del
EOU. Los efectos sobre el rendimiento de CH4 se relacionaron con la reduccion en la
disponibilidad de Hz por incremento de la produccién de propionato y reduccion de
butirato, y por efecto directo sobre las poblaciones de metandgenos totales. La inclusion
de EOU hasta 2.1% MS en dietas altas en forraje reduce la produccion y el rendimiento
de CHa, la degradacion de la proteina y la produccién diaria de N-NHs sin afectar la
DIVMS, efectos que podrian traducirse en una mayor eficiencia de uso de los nutrientes

y menores impactos ambientales de la produccion ganadera.

Palabras clave: polifenoles, metabolismo ruminal, amonio, arqueas metanogénicas
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4.1.2 Introduccién

Los retos actuales de la produccion ganadera involucran la busqueda de estrategias
para reducir los aportes a las emisiones de gases de efecto invernadero, la optimizacion
de la eficiencia en términos de salud y produccion animal y la generacion de alimentos de
alta calidad para los animales (Sinz et al., 2019a). En este sentido, la investigacion se ha
orientado a identificar ingredientes, suplementos y/o aditivos que inhiban directamente
los metandgenos o alteren las vias metabdlicas hacia la reduccion en la produccion de
sustratos para la metanogénesis. Entre las estrategias mas prometedoras en funcién de la
reduccion de emisiones de metano entérico, la investigacion en torno a lipidos, aceites
esenciales, compuestos bioactivos como saponinas, polifenoles y taninos se ha
incrementado sustancialmente en los ultimos afios (Haque, 2018). Los polifenoles y
taninos son promisorios, no solo por la reduccion de emisiones de CHas (Cieslak et al.,
2013), tambien porque se han probado efectos benéficos en la nutricion de rumiantes,
como- el incremento del by-pass ruminal de la proteina dietaria (Lavrenci¢ y Levart, 2021)
y efectos positivos sobre la salud animal, especialmente via propiedades antioxidantes
(Bjorklund y Chirumbolo, 2017), que combaten el estrés oxidativo (Soldado et al., 2021).
Los polifenoles generan también efectos benéficos sobre la calidad y la seguridad de los
productos carnicos y lacteos, la modulacién de la biohidrogenacion de los acidos grasos
poliinsaturados y el incremento de los contenidos de acido linoleico conjugado, vaccénico

y &cidos grasos poliinsaturados en leche y carne (Serra et al. 2021).
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Multiples fuentes de polifenoles han sido evaluadas en nutricion de rumiantes,
especialmente taninos condensados (TC) incluyendo quebracho, mimosa, acacia, papaya,
pino, entre otros; con resultados ampliamente variables en funcion de la dosis, estructura
de los taninos, especie animal, dieta utilizada y métodos de evaluacion (Tedeschi et al.,
2020). En el caso de los subproductos del proceso de vinificacion, extractos de semillas
de uva (ESU) han sido ampliamente investigados por su potencial en la industria
farmacéutica, aungque su uso en alimentacion de rumiantes es limitado, y las escasas
investigaciones realizadas han arrojando resultados contradictorios, y dependientes de la
dosis y dieta evaluadas (Witzig et al. 2018, Huang et al, 2018, Sinz et al. 2019b, 2021).
Aunque el orujo de uva posee compuestos bioactivos como &cido galico, catequina,
epigalocatequina y resveratrol, son escasos los estudios sobre extractos de OU en la
alimentacion de rumiantes. Alipour y Rouzbehan (2010), informaron ralentizacion de la
degradacion de proteina y reduccion de la IVDMD por efecto del uso de taninos de OU
en condiciones in vitro e in sacco, Gessner et al. (2015) demostraron que la
suplementacion con EOU al 1% MS increment6 la produccion lactea, atribuyendo este
incremento a la alteracion del metabolismo ruminal, y Foiklang et al. (2016) demostraron
que el polvo de OU al 2% MS en dietas concentradas mejora la digestibilidad, la sinstesis
de proteina microbiana y la eficiencia en la fermentacién ruminal. Una vez demostrado
que el OU Pais reduce las emisiones de CHa4 y de nitrogeno amoniacal, dados los
contenidos de TC del OU Pais (98.8 mg CAT/g MS) y la presencia de acido gélico,
flavonoles (quercetina, naringina y kaempferol), y flavanoles (catequina y epicatequina)

(experimento 2.2 de esta tesis), este estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos de
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dosis crecientes de un extracto polifendlico de OU Pais sobre los parametros de
fermentacion, digestibilidad de nutrientes, produccién de metano y principales

microorganismos ruminales en un sistema de fermentacion semicontinuo Rusitec.

4.1.3 Materiales y métodos

Un extracto polifendlico de OU Pais (CPT 278.9 mg GAE/g MSy PA 98.8 mg CAT/g
MS), sélido, obtenido mediante extraccién asistida con microondas, usando una solucién
hidroetandlica al 80%, 100 segundos de tiempo de aplicacion y una potencia de 800 W

fue usado en este ensayo.

Disefio experimental, in6culo ruminal y tratamientos

Un experimento con un disefio de bloques completos al azar fue realizado usando
un equipo de fermentacion semicontinuo (Rusitec) de 8 fermentadores. El estudio constd
de dos corridas experimentales de 16 dias cada una, con 10 dias de adaptacion y 6 dias de
muestreo. Cada tratamiento fue asignado al azar a dos fermentadores en cada corrida. Se
formuld una dieta alta en forraje (relacion forraje-concentrado 70:30), la cual fue usada
como control, y a la cual se incluy6 extracto de OU Pais en dosis crecientes (0%, 0.7%,
1.4%, 2.1% MS), constituyendo cuatro tratamientos. Los ingredientes fueron molidos a 4
mm (molino de corte, Breuer, Temuco, Chile), mezclados y 10 gramos de cada tratamiento

fueron depositados en bolsas de poliéster (poro 50 um; Ankom technology corp.,
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Macedon, EE.UU.) previamente pesadas y marcadas. Los ingredientes y la composicion

quimica de las dietas experimentales se presentan en la Tabla 4.1.1.

Tabla 4.1.1. Ingredientes y composicion quimica (g/kg MS si no se especifica algo
distinto) de las dietas experimentales incubadas en fermentadores Rusitec

Item Extracto de OU Pais (% MS)
0 0.7 14 2.1

Ingrediente
Heno de alfalfa 500 500 500 500
Ensilaje de Maiz 200 200 200 200
Maiz grano humedo 150 150 142 140
Avena 100 93 9 89
Harina de soya 40 40 40 40
Minerales 10 10 10 10
Extracto de OU Pais 0 7 14 21

Composicién quimica
Materia seca, g/kg materia fresca 937.3 937.5 938.3 939.1

Materia organica 915.1 916.6 916.9 917.6
Proteina cruda 156.5 1559 155.8 156.1
Extracto etéreo 20.2 20.2 203 203
Fibra detergente neutro 408.8 404.9 407.8 408.4
Fibra detergente acido 295.1 307.8 305.7 298.8
Carbohidratos no fibrosos 332 3332 331.7 331.9
Taninos condensados - 6.9 13.8 20.7

La descripcion de los animales donadores y su manejo fueron descritas en el
estudio 3.1. Previo a este estudio, los animales fueron alimentados por dos semanas con
heno de alfalfa y concentrado. Los métodos de coleccion y procesamiento del fluido
ruminal fueron descritos en el estudio 3.1. Muestras de digesta solida de distintas partes
del rumen fueron colectadas, transportadas y procesadas en iguales condiciones que el

fluido ruminal.
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Incubacion en el sistema Rusitec

El dia 1 de la incubacion, cada fermentador fue llenado con 800 mL de fluido
ruminal y 200 mL de solucion buffer (McDougall, 1948). Adicionalmente, cada
fermentador recibid una bolsa de poliéster con 40 g de digesta solida y otra con 10 g del
tratamiento correspondiente. Luego de 24 h de incubacion, las bolsas de digesta fueron
retiradas y sustituidas por bolsas con el tratamiento correspondiente. Cada fermentador
fue infundido de forma permanente con solucion buffer (a una tasa de 2.9%/h) durante
todo el periodo experimental. El gas producido se recogié en bolsas de coleccion de orina
de 2 L de capacidad, y los efluentes liquidos de cada fermentador fueron recogidos en un
matraz Erlenmeyer. La desaparicion in vitro de la materia seca (DIVMS) fue determinada
durante los dias 11y 15 de incubacidn. Una vez las bolsas completaron 48 h de incubacion,
fueron retiradas del fermentador, lavadas con agua desionizada y secadas en horno a 55°C
durante 48 h. La DIVMS fue calculada por diferencia de peso y los residuos agrupados
por fermentador para su posterior analisis quimico. ElI volumen de efluentes y la
produccion de gas (PG) de cada fermentador se midieron diariamente durante el
intercambio de bolsas. Esta Gltima a través de un aparato de desplazamiento de agua
(Fedorah y Hrudey, 1983). Antes de la medicion, se tomd una muestra de gas (15 mL),
que se deposité a un exetainer de 5.9 mL (Labco Ltd., High Wycombe, Reino Unido),
para determinacion de CHa. Se registré el pH del liquido ruminal el dia 1 de la incubacion,

y del medio de fermentacion diariamente con un medidor de pH portatil (Thermo
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Scientific, Orion Star A121 pH Portable Meter, USA). Muestras de .5 mL del efluente de
cada fermentador fueron colectadas diariamente para determinacion de las
concentraciones de &cidos grasos volatiles (AGV) y de nitrdgeno amoniacal (N-NHs3), las
cuales fueron depositadas en criotubos preparados previamente con acido metafosforico
al 25% (v/v, 300 uL) para determinacion de las concentraciones de AGV y con acido
tricloroacético (0.65 p/v, 150 L) para determinacion de la concentracion de N-NHs. Las
muestras fueron conservadas a -20°C hasta su procesamiento. Para investigar el efecto del
nivel de extracto sobre la comunidad microbiana, se tomaron muestras del liquido de los
fermentadores (10 mL) y de las bolsas con sustrato los dias 5, 10 y 16 de incubacion, las
cuales fueron congeladas inmediatamente y mantenidas a -80°C hasta la extraccion del

ADN.

Extraccion de ADN y ensayo gPCR

Los procesos de extraccion de ADN vy el ensayo PCR cuantitativo realizados en
este estudio, asi como las secuencias de oligonucledtidos usados mantienen la
metodologia descrita en detalle en el experimento 3.2 de esta tesis. El andlisis de la
expresion génica relativa de Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus,
Ruminococcus flavefaciens, Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella spp., y metandgenos
totales se determind con el método 2-AACt, usando bacterias totales como estindar
interno, donde Ct es el ciclo umbral corregidas las diferencias en las eficiencias de

amplificacion entre el objetivo y las bacterias totales.
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Analisis quimico

Muestras de los tratamientos y de los residuos de la fermentacion fueron molidos
(molino de grano, Breuer, Temuco, Chile) a través de un tamiz de 1 mm para su analisis
de acuerdo con los analisis descritos en el punto 2.1 de esta tesis. Las concentraciones de
AGV y la produccién de N-NHs (mmol/L) obtenidos fueron multiplicados por el volumen
de efluente (L/dia) para estimar la produccion diaria de AGV y N-NHs, expresadas en

mmol/dia.

Anélisis estadistico

Los datos fueron evaluados para los supuestos de normalidad y homocedasticidad,
con los test de Shapiro-Wilk y Levene. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de
medidas repetidas a los datos de parametros de la fermentacion ruminal, PG y CHa, por
los dias de muestreo y fermentadores, utilizando el siguiente modelo:

Yij=p+ai+ Bj+ &

donde: “Y”’jj es cada observacion de la unidad experimental, u es la media general; oi €S
la concentracion del extracto de OU Pais (efecto fijo); Bj es la incubacion (efecto
aleatorio); y ij es el error experimental. Los resultados se presentan como media + el error
estandar de la media. Se realizaron contrastes polindmicos lineales y cuadraticos para
examinar las respuestas a la dosis de extracto de OU Pais, declarando diferencias
estadisticas cuando p<0.05. Todos los anélisis se realizaron utilizando Stata Ver. 15.1

(StataCorp LP, College Station, Texas, USA).
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Los datos del analisis molecular se transformaron a porcentaje como (2-ACT) x 100 y
luego a escala log 10 antes del andlisis estadistico. Un andlisis de varianza (ANOVA) de
medidas repetidas fue, realizado, incluyendo los efectos fijos del nivel de extracto, el dia
y la interaccion extracto x dia. No se incluyé el efecto de bloques en este estudio. Se
realizaron contrastes polindmicos lineales y cuadraticos para examinar los efectos del
nivel de inclusion de EOU sobre las poblaciones microbianas. Se declararon diferencias
estadisticas cuando p<0.05. Las medias se compararon mediante el test de Tukey y se
calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson para establecer el grado de
asociacion entre los parametros de la fermentacion, el rendimiento de CHa, el N-NHsz y

las poblaciones microbianas.

4.1.4 Resultados

Desaparicion de nutrientes y parametros de la fermentacion ruminal

La inclusion de EOU a la dieta no afecto la DIVMS, la desaparicion verdadera de
la materia seca, la produccién total de AGV, o las proporciones molares de acido acético
(Tabla 4.1.3). El incremento en la concentracion de EOU en la dieta incrementd
linealmente la desaparicion in vitro de FDN (p=0.006), de FDA (p<0.001), pero genero
una reduccion lineal en la desaparicion in vitro de la PC (p<0.001), la produccion diaria
de N-NHs (p=0.009), la proporcion molar de AGV de cadena ramificada (p=0.003), la

proporcién molar de acido butirico (p=0.002) y la relacion A:P (p=0.001). La proporcién
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molar de propionato se incrementd linealmente (p=0.001) con el incremento de EOU en

la dieta. La inclusion del 2.1% (MS) de extracto a la dieta genero reducciones del 24% en

la desaparicion in vitro de la proteina cruda, del 30% en la produccion diaria de N-NHs, y

del 32% en la concentracion de acidos grasos volatiles de cadena ramificada, entre tanto,

lainclusion del 1.4% MS de EOU redujo en 12% la desaparicion in vitro de la PC, en 24%

la produccién diaria de N-NHs, y en 19% la concentracion de acidos grasos volatiles de

cadena ramificada.

Tabla 4.1.3. Efectos de la concentracion de extracto de orujo de uva Pais (EOU) sobre la

desaparicion de nutrientes y parametros de fermentacion de una dieta alta en forraje en

fermentadores Rusitec

EOU (% MS) Contrastes
Item 00 07 14 21 EEM p-valor L 0

Desaparicion in vitro de nutrientes
Materia seca 50.0 58.7 58.8 59.3 0.690 0.193 0.173 0.376
IDVMS 76.4 768 77.2 776 0.375 0.064 0.058 0.284
FDN 417 429 443 454 0.909 0.005 0.006 0.019
FDA 19.2 254 243 238 1.191 <0.001 <0.001 <0.001
PC 747 70.2 66.1 57.1 0.297 <0.001 <0.001 0.958
Parametros de la fermentacion ruminal
pH 59 59 59 59 0691 0912 0.612 0.076
N-NHs, mmol/Dia 94 77 74 6.6 1020 0.029 0.009 0.486
AGV, mmol/d 340 333 331 326 1.872 0.630 0.590 0.970
AGV, mmol/100 mmol

Acetato 475 48.7 473 475 0.871 0594 0994 0.712

Propionato 299 31.2 31.7 322 0501 0.023 0.001 0.394

Butirato 13.1 124 120 10.7 0553 0.012 0.002 0.569

AGVCR 214 195 173 146 0.121 0.007 0.003 0.162
Relacion A:P 162 163 150 141 0.054 0.001 0.001 0.001

Nota, EEM: error estandar de la media, L: lineal, Q: cuadratico, DVMS: desaparicion verdadera de la
materia seca, FDN: fibra detergente neutro, FDA: fibra detergente acido, PC: proteina cruda, AGV: acidos
grasos volatiles, AGVRC: AGV de cadena ramificada (iso-valerato + iso-butirato).
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Produccion de gas y metano

La inclusién de EOU en la dieta no afect6 la produccion de total de gas (mL), la
produccién de gas por materia seca incubada (mL/g MSi), ni la produccion de gas por
materia seca desaparecida (mL/g MSd) (Tabla 4.1.4). Sin embargo, la produccion de CH4
(mg) (p<0.001), la produccion de CHa4 por materia seca incubada (mg/gMSi) vy la
produccion de CH4 por materia seca desaparecida (mg/gMSd) disminuyeron linealmente

con el incremento de la concentracién de EOU en la dieta.

Tabla 4.1.4. Efectos de la concentracion de extracto de orujo de uva Pais (EOU) sobre la

produccién de gas y metano (CH4) de una dieta alta en forraje en fermentadores Rusitec.

EOU (% MS) Contrastes
00 07 14 21 =EM p-valor ——F Q
Gastotal (mL) 1537 1510 1509 1505 26.2 0.796 0.652  0.396
mL/g MSi  165.6 163.1 161.7 1604 338 0.731 0.266 0.867
mL/gMSd 285.1 280.5 2818 269.3 6.64 0.637 0.125 0.555
CHastotal (mg) 72.0 642 581 514 247 <0.001 <0.001 <0.001
mg/gMSi  7.72 690 6.22 551 0.265 <0.001 <0.001 0.841

mg/gMSd 133 119 109 93 0471 <0.001 <0.001 0.830

Nota, EEM: error estandar de la media, L: lineal, Q: cuadratico, MSi: materia seca incubada, MSd:
materia seca desaparecida.

item

La produccion de CHa4 (mg), la produccion por materia seca incubada y el
rendimiento de CH4 (mg/g MSd) mostraron reducciones de igual magnitud en cada dosis

de EOU, con reducciones del 11% para la concentracion de 0.7%, del 19% para la
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concentracion de 1.4% y del 29% para la concentracion de 2.1%. La inclusion de EOU al

2.1% resultd en una reduccion de CH4 del 14% por g EOU incluido en la dieta.

Efectos del extracto de OU Pais sobre las poblaciones microbianas

El extracto de OU Pais no afectd las poblaciones de bacterias totales en las
muestras asociadas a la fase sélida, ni en las muestras correspondientes a la fase liquida
(Tabla 4.1.5). Las poblaciones de hongos en las muestras SAM fueron afectadas por el
EOU (p=0.003), aunque no en las muestras LAM. EL EOU Pais al 1.4 y al 2.1% MS
incrementd las poblaciones de hongos al final de la incubacion (dia 16), comparado con
el control. No hubo efectos del EOU al 0.7% MS. La diversidad de las poblaciones
microbianas de los fermentadores, expresada por el indice de Shannon, no fue afectada

por la inclusion de EOU Pais a la dieta.

Tabla 4.1.5. Efectos de un extracto de orujo de uva Pais (EOU) sobre las poblaciones de
bacterias y hongos totales (logio concentracion de ADN (ng/g MS)) en muestras solidas

(SAM) y liquidas (LAM) de fermentadores Rusitec

SAM LAM

Dia EOU (%) Bacterias  Hongos indice de Bacterias Hongos indice de
totales totales Shannon totales totales Shannon

0.0 15.3 0.088¢ 3.1 2.1 15 2.6

5 0.7 15.1 0.06° 2.6 2.1 0.2 2.7

1.4 15.2 0.078¢ 2.6 2.2 0.3 2.8

2.1 15.4 0.088¢ 2.8 2.3 0.5 2.6

0.0 16.2 0.18 3.1 3.7 0.6 2.6

10 0.7 15.8 0.2°8B 2.7 3.2 0.4 3.1

14 16.0 0.378 2.9 34 0.5 3.2

160



2.1 16.1 0.3°B 3.2 3.5 0.4 3.2

0.0 155 0.18 3.1 2.9 0.4 2.6
16 0.7 15.7 0.378 2.9 2.9 0.3 2.9
14 15.8 0.47 3.3 3.0 0.2 3.0
2.1 16.0 0.4 3.6 3.3 0.2 3.1
EEM 0.335 0.008 0.126 0.558 0.443 0.333
EOU 0.959 0.030 0.026 0.935 0.661 0.421
val-or Dia 0.017 0.046 0.054 0.402 0.091 0.601
EOU x D 0.996 0.390 0.932 0.937 0.134 0.254

Nota: EEM: error estandar de la media, EOU: extracto de orujo de uva, E x D= interaccion ente
concentracion de extracto y el dia.

La abundancia relativa de las principales poblaciones microbianas fue afectada por
la inclusién del EOU, por el dia de muestreo, y por la interaccidn entre estas dos variables
(Tabla 4.1.6). La interaccion entre el nivel de inclusion de EOU vy el dia de muestreo
redujo las poblaciones de metandgenos totales en las muestras SAM (p=0.001) y en las
muestras LAM (p=0.001), e incrementd las poblaciones de R. albus (p=0.001) en las
muestras SAM, proporcionalmente al nivel de EOU en la dieta. Por su parte, en las
muestras LAM (p=0.001) se registré un comportamiento semejante en los primeros dias
de incubacion, pero una reduccion de estas poblaciones fue registrada hacia el final de la
incubacidn. Las poblaciones de R. flavefaciens fueron reducidas al inicio de la incubacién,
pero se incrementaron en los dias 10 y 16 de incubacidn por efecto del EOU (p=0.041) en
las muestras SAM. Un efecto contrario se registré para las muestras LAM, en las cuales
la interaccion ente el EOU vy el dia de muestreo (p=0.001), increment6 las poblaciones de
R. flavefaciens al inicio de la incubacion (dias 5 y 10), pero registraron una reduccion al
final de la incubacién. Un incremento en las poblaciones de B. fibrisolvens, en las

muestras SAM al inicio de la incubacion (dia 5) por efecto del EOU (p<0.001) fue
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registrado, sin embargo, la inclusién de EOU al 1.4 y 2.1% gener0 una reduccion de estas
poblaciones al final de la incubacion (p=0.001). Las poblaciones de Prevotella spp. fueron
reducidas por efecto del EOU sin importar la dosis, en las muestras SAM (p=0.031) y

muestras LAM (p<0.001) en todos los dias de muestreo.
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Tabla 4.1.6. Efectos de dosis crecientes de un extracto de orujo de uva (EOU) sobre la abundancia relativa (% de bacterias

totales) del ADN de metanogenos totales y principales bacterias fibroliticas en muestras en muestras sélidas (SAM) y liquidas

(LAM) de fermentadores Rusitec.

Dia EOU (%) Metandgenos R. albus R. flavefaciens F. succinogenes B. fibrisolvens Prevotella spp
SAM
0.0 1A 1 1¢ 18 18 1A
5 0.7 0.87B 1.6PF 0.9¢ 1.1A8 1.6~ 0.9~
1.4 0.6/ 2.1P 0.7¢P 1.478 1.4AB 0.878
2.1 0.58 3.3 0.6° 1.84 1.38 0.7°8
0.0 1A 1F 1¢ 18 18 14
10 0.7 0.6/ 2.2P 1.28¢ 0.68¢ 1.1 0.58
1.4 0.648 3.78¢ 1.58 0.58¢ 1.078 0.3BC¢
2.1 0.2B€ 48 1.7A8 0.58¢ 0.98C¢ 0.1¢
0.0 1A 1F 1¢ 18 18 1A
16 0.7 0.48¢ 3.2¢ 1.58 0.68¢ 1.178 0.2BC€
1.4 0.28¢C 48 1.7AB 0.35¢ 0.98¢ 0.2B¢
2.1 0.1¢ 4.6 2.1A 0.11° 0.6¢ 0.1¢
EEM 0.009 0.018 0.036 0.031 0.040 0.085
EOU <0.001 <0.001 0.428 <0.001 <0.001 0.051
p-valor Dia <0.001 <0.001 0.041 <0.001 <0.001 <0.001
EOUxD 0.001 0.001 0.045 0.001 0.001 0.031
LAM
0.0 1A 18 18 18 18 1
5 0.7 0.048 18 1.54 1.34 1.94 0.9
1.4 0.03BC 1.5%8 1.54 18 1.1B 0.8
2.1 0.01¢ 1.678 1.4A 0.98 0.98¢ 0.7
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0.0 1A 1B 1B 1A 18 1

10 0.7 0.048 1.678 1.2A8 0.88¢ 0.98¢ 0.8

14 0.03B¢ 1.67°8 1.2A8 0.78¢ 0.88¢ 0.7

2.1 0.01¢ 1.8~ 1.6% 0.6 0.7¢ 0.5

0.0 1A 1B 1B 1A 18 1

16 0.7 0.02B¢ 0.5¢ 0.5¢ 0.78¢ 0.88¢ 0.8

1.4 0.01°¢ 0.2¢P 0.4¢ 0.5¢P 0.5¢P 0.7

2.1 0.01°¢ 0.1P 0.1P 0.3° 0.3° 0.5

EEM 0.041 0.179 0.064 0.035 0.043 0.061
EOU <0.001 0.011 0.508 <0.001 <0.001 <0.001

p-valor Dia <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.003
EOUxD 0.001 0.001 0.001 <0.001 0.001 0.189

Nota; EEM= error estandar de la media, EOU x D= interaccion del nivel de extracto de orujo de uva por el dia de muestreo
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Las asociaciones entre los principales parametros de fermentacién ruminal,
produccion de CHa, desaparicion de nutrientes, los contenidos de taninos condensados y
las concentraciones de ADN (ng/g MS) de las poblaciones de bacterias totales y hongos
totales fueron determinadas por correlacién de Pearson (Figura 4.1.1). Se registr6 una
estrecha relacion entre los contenidos de TC de la dieta con la produccion de propionato
(r=0.996, p=0.004), la produccidn diaria de N-NHs (r=-0.957, p=0.003), las proporciones
molares de AGVCR (r=-0.997, p=0003), rendimiento de CHa (r=-0.996, p=0.004), las
poblaciones de bacterias totales solo fueron asociadas a la produccion de gas (mL/g MSd)
(r=-0.954, p=0.046); mientras que las poblaciones de hongos totales fueron asociadas a la
desaparicion in vitro de la FDN (r=0.991, p=0.009), la proporcion molar de propionato

(r=0.995, p=0.005) y la produccién de N-NHs (r=0.989, p=0.011).
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Figura 4.1.1 Heatmap de la asociacion entre pardmetros de fermentacion ruminal,
rendimiento de CHs, los contenidos de taninos condensados de la dieta y las
concentraciones de ADN (ng/g MS) de las poblaciones de bacterias totales y
hongos totales, con base en la puntuacién del coeficiente de correlacién de
Pearson (r). Correlaciones estadisticamente significantes (p<0.05) son indicadas
con un *.

4.1.5 Discusion

Los efectos de la suplementacion con polifenoles sobre la digestibilidad de nutrientes
y pardmetros de fermentacion dependen del tipo y dosis usados (Min y Solaiman, 2018).
Se han reportado reducciones de la DIVMS y de la materia organica en fermentaciones in
vitro de forrajes por la adicion del 5% (MS) de taninos condensados (Bueno et al. 2020).
Sin embargo, la DIVMS de dietas forrajeras no fue afectada por la adicion de diferentes
concentraciones de taninos purificados (hasta 4.12% del sustrato) en fermentaciones in
vitro (Bharathidhasan, 2018). Alipour y Rouzbehan (2010) reportaron los efectos de
taninos de OU hasta 60 g/kg MS, sobre la digestibilidad de la harina de soya, demostrando
una ralentizacion de la degradacién y reduccién de la IVDMD. El uso de extractos de
semilla de uva (ESU) ha sido investigado, con resultados variables en funcion de la dosis
usada y tipo de dieta. La adicion de ESU al 7.4% MS redujo la digestibilidad aparente de
la materia organica y de la FDN de una dieta con una relacion forraje-concentrado 55:45
para corderos (Sinz et al. 2021). Sin embargo, la inclusion de ESU al 1.1% MS a la dieta
no afectd la digestibilidad aparente de la materia organica, ni de la FDN en corderos

alimentados con una dieta alta en proteina (Sinz et al. 2019). La suplementacion con ESU

166



al 10% MS redujo la degradacion de la materia organica, de la FDN, FDA y de la proteina
de un ensilaje en fermentadores Rusitec (Witzig et al. 2018). En este ensayo la
concentracion méxima de EOU fue de 2.1% (MS), es posible que las bajas
concentraciones usadas sean la causa de la falta de efectos en la DIVMS y la DVMS, asi
como en la produccion total de AGV y en las proporciones molares de acido acético.
Ademaés, contrastando con los resultados de Witzig et al. (2018) la inclusion de EOU Pais
incrementd la desaparicién in vitro de FDN y FDA, resultados que coinciden con los de
Pifieiro-Vasquez et al. (2017) quienes evaluaron dosis crecientes de TC de quebracho
hasta del 3% MS, sobre la digestibilidad de forrajes de calidad media. La desaparicion in
vitro de la PC se redujo en proporcion a la concentracién de EOU Pais en la dieta,
alcanzando una reduccion del 24% con la inclusién del EOU al 2.1%, porcentajes
superiores a los de Wischer et al. (2013) quienes reportaron reducciones del 8% en la
desaparicion in vitro de la PC de forrajes en Rusitec por la inclusion de un extracto de
semilla de uva al 10% MS; y contrarios a los de Sinz et al. (2019 b), quienes reportaron
que la adicion de un ESU al 2% MS a una dieta alta en proteina no afecté la digestibilidad
de la CP. Taninos condensados de Acacia mearnsii al 2% MS redujeron la digestibilidad
de la PC en 9% de una dieta alta en forraje (Avila et al. 2020), sin embargo, un extracto
de Acacia mearnsii hasta el 1.5% de la MS gener6 reducciones del 18% en la
digestibilidad de la PC en una racion totalmente mezclada con una relacion forraje-
concentrado 50:50 en vacas lecheras (Perna-Junior et al., 2020). Contrario a la reduccion
de las poblaciones de F. succinogenes, una de las principales bacterias celuloliticas del

rumen, las poblaciones de R. albus, de R. flavefaciens y de hongos se incrementaron por
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efecto del EOU Pais. Estos resultados coinciden con los de Zhang et al. (2020), quienes
reportaron reducciones del 50% en las poblaciones de F. succinogenes e incrementos en
las poblaciones de hongos anaerdbicos por efecto de un extracto de semillas de uva al
0.2% MS en condiciones in vitro. Sin embargo, en este ensayo la DIVMS y la produccién
de gas no fueron afectadas. Las inconsistencias en los resultados podrian ser resultado de
las diferencias en los polifenoles contenidos en los extractos de semilla de uva y en los
extractos de OU. En las semillas de uva abundan &cido galico, catequina, epicatequina 'y
proantocianidinas, mientras que el OU (por su contenido de pieles) contiene menos
procianidinas (con excepcion del dimero Bl de procianidina), pero cantidades
significativas de antocianinas, como el 3-glucosido de cianidina, el 3-glucosido de
malividina, la cianidina y la peonidina, que estan ausentes en las semillas (Gessner et al.
2012). Aunque son escasos los estudios sobre los efectos de antocianos sobre
microorganismos ruminales, Yusuf et al. (2021) reportaron una reduccion en las
poblaciones del género Prevotella, y un cambio general en la estructura de la microbiota
ruminal por efecto de antocianidinas de maiz morado en condiciones in vivo. Aunque no
se determino el contenido de antocianidinas del extracto, el OU Pais usado para obtener
el extracto contenia 3.52 mg de antocioanidinas/g MS, 1.02 u mol/g de malvidina 3-O-
hexosido y 0.4 p mol/g de peonidina 3-O-hexdsido. Es posible que estas antocianidinas se
hayan transferido al extracto y sean responsables de los incrementos en las poblaciones
de R. albusy R. flavefaciens y los efectos sobre la desaparicion de FDN, pero esta hipbtesis

debe ser verificada.
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La reduccion en la desaparicién in vitro de la PC registrada en este ensayo parece ser
el resultado de las reducciones en las poblaciones de Prevotella spp. por efecto directo de
los TC, bacterias altamente susceptibles a los TC (Saminathan et al. 2015). Estos
resultados coinciden con los de Chen et al. (2021) para fermentaciones in vitro de alfalfa
con TC. Sin embargo, la reduccion en la desaparicion de la proteina también podria ser
resultado de la formacion de complejos tanino-proteina (Waghorn, 2008), capacidad que
depende del tamafio de los TC. Una mayor capacidad de agregacion de proteinas se ha
identificado en TC con grado de polimerizacion media (mDP) hasta 8 y peso molecular
de alrededor de 2000 Da, reduciéndose a medida que el mDP y el peso molecular se
incrementan (Ropiak et al. 2017). Las proantocianidinas del OU Pais se caracterizan por
un mDP de 9.2 y un peso molecular promedio de 3019 Da, siendo el 59% de las moléculas,
de bajo peso molecular (Figueroa et al. 2020), por lo cual una alta capacidad de formacion
de complejos tanino-proteina podria ser esperada para el EOU Pais.

La inclusion de EOU redujo la produccion diaria de N-NHs proporcionalmente a la
concentracion en la dieta, alcanzando reducciones del 30% con EOU al 2.1% MS y del
24% con EOU al 1.4% MS. Estas reducciones son superiores a las de 15% reportadas por
Sinz et al. (2019) al incluir distintos extractos vegetales ricos en TC al 5% MS en dietas
forrajeras; y a los de Wischer et al. (2013), quienes reportaron reducciones del 10% en la
produccién diaria de amonio con extracto de semilla de uva al 10% en incubaciones in
vitro. Pero coinciden con los de Vera et al. (2021) quienes reportaron reducciones de N-
NHs del 31% en una dieta alta en concentrado con extracto de corteza de pino al 1.5y

1.8% MS en fermentaciones in vitro, y los de Cieslak et al. (2016), quienes reportaron
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reducciones del 18% y 23% por la adicion de 2.5 g/kg de taninos de roble y de arandano
rojo a una dieta alta en forraje en fermentadores Rusitec. Las reducciones en la produccién
diaria de N-NHs registradas en este estudio son el resultado de una reduccién en la
protedlisis, por la formacién de complejos tanino-proteina y por efectos sobre las
poblaciones de bacterias proteoliticas, lo cual coincide con la reduccién en la produccién
de &cidos grasos de cadena ramificada, que son resultado del catabolismo de los
aminodacidos de cadena ramificada en el rumen (Costa et al. 2018). Las altas correlaciones
obtenidas entre los taninos contenidos en la dieta, la produccion de propionato la
produccién diaria de N-NHsz y las proporciones molares de AGCR ratifican estos
resultados. La reduccion en la desaparicion de la proteina, el incremento de la desaparicién
de FDA y FDA v la falta de efectos sobre la DIVMS pueden ser resultado de una mayor
afinidad de los TC del EOU con las proteinas, que, con los polisacaridos, como fue
reportado previamente por Huyen et al. (2016), y Patra y Saxena (2011).

El EOU no afectd la produccion diaria de AGV, ni la proporcion molar de acetato,
pero increment6 la proporcion molar de propionato y redujo la proporcion molar de
butirato, resultados que coinciden con los de Zhang et al. (2020), quienes reportaron
incrementos en las concentraciones molares de propionato y reduccion del acetato, por
efecto de las procianidinas de semilla de uva. Estos autores reportaron al igual que en este
estudio, reducciones en las poblaciones de metandgenos y de F. succinogenes. Aungue en
este estudio las proporciones de acetato no fueron afectadas, las proporciones de butirato
fueron reducidas hasta un 18% por el EOU, lo cual pudo reducir la disponibilidad de H2

para la metanogénesis, junto con el incremento en la produccion de propionato, que reduce
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la formacion de CHa, por competencia por el Hz con la sintesis de CH4 (Cieslak et al.
2012). Aunque no se evaluo los efectos del EOU sobre las poblaciones de protozoarios,
la reduccion en la produccion de butirato sugiere un efecto inhibitorio sobre estos,
principales productores de butirato en el rumen (Zhang et al 2020), lo cual podria aportar
también a la reduccion en la produccion de CH4 dada la relacion simbiotica entre
protozoarios y metandgenos (Dhanasekaran et al. 2020). Lima et al. (2019), reportaron
reduccion de las poblaciones de protozoarios sin afectar la digestibilidad de una dieta

forrajera en condiciones in vivo por la inclusion de taninos condensados al 3% MS.

El EOU Pais gener6 una reduccion lineal de hasta el 30% en la produccion (mg/gMS
incubada) y 34% en el rendimiento (mg/gMS desaparecida) de CHa4. En algunos casos la
produccion de CHa4 puede ser afectada por una baja disponibilidad de sustratos para la
metanogeénesis (Hz y CO2) y por toxicidad de los metandgenos. Los cambios en las
concentraciones de &cido propidnico y acido butirico registrados en este estudio sugieren
alteraciéon de la via hidrogenotrépica de la metanogénesis por reduccién de la
disponibilidad de H2. Asi mismo, se ha propuesto que las unidades monoméricas flavan-
3-ol como la (+) catequina, precursoras de los taninos, actGan como antirreductores en
rumen, captando 6 moles de Hz, por mol de catequina, induciendo una reduccion en la
produccion de CHa en una relacion de 1.2 moles de CH4 por mol de (+) catequina (Becker
et al. 2014), lo cual podria influir en los resultados de este estudio. Por otra parte, los
resultados del gPCR indican un efecto del EOU sobre las poblaciones de metandgenos, lo

cual coincide con Zhang et al. (2020), quienes reportaron reduccion de las poblaciones de
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argueas metanogénicas del rumen por efecto de las proantocianidinas de la semilla de uva
(0.2% MS). Estos resultados estan en linea con los indices de asociacion obtenidos entre
el rendimiento de CHa los contenidos de TC y la produccién de propionato. Es posible
que la reduccion en las emisiones de CH4 registradas en este estudio sean resultado del
efecto aditivo de la reduccion en la disponibilidad de H2, la captacion de Hz por las
unidades monomeéricas flavan-3-ol presentes en el EOU y la toxicidad sobre los

metanogenos.

4.1.6 Conclusién

La inclusion de EOU hasta 2.1% MS en dietas altas en forraje reduce la produccion y el
rendimiento de CH4 y la produccion diaria de N-NHg, sin afectar la DIVMS. El anélisis
de gPCR indicé un efecto directo del EOU Pais sobre las poblaciones de metanogenos lo
cual reduce la produccion de CHa, y no el deterioro de la fermentacién ruminal por
afectacion de las poblaciones fibroliticas. Asi mismo, los efectos del OU Pais sobre la
proteodlisis por efectos sobre las poblaciones de Prevotella spp. y la formacion de
complejos tanino-proteina serian la causa de la reduccion en la produccion de N-NHs.
Estos efectos podrian traducirse en una mayor eficiencia de uso de los nutrientes por los
animales y menores impactos ambientales de la produccion ganadera, sin embargo, es
necesario evaluar su proyeccion a condiciones in vivo y sus efectos en el largo plazo sobre

las poblaciones microbianas.
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4.2 EFECTOS DE LA COMBINACION DE UN EXTRACTO
POLIFENOLICO Y ACEITE DE ORUJO DE UVA PAIS SOBRE
PARAMETROS DE FERMENTACION, PRODUCCION DE

METANO Y POBLACIONES MICROBIANAS IN VITRO

4.2.1 Resumen

Este estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de un extracto polifendlico de
orujo de uva (OU) Pais solo o en combinacion con aceite de OU en dosis crecientes (2.5%
y 5% MS) a una dieta alta en forraje sobre los parametros de fermentacion, la produccion
de CHa y las poblaciones microbianas, en condiciones in vitro. Se realizd un ensayo en un
arreglo factorial completamente al azar de 2 x 3 con seis tratamientos: una dieta control
(CON), alta en forraje (relacion forraje-concentrado 70:30); tratamiento, E: dieta control
con inclusién de 21 g/kg de extracto de orujo de uva (EOU). Tratamiento A2.5: dieta
control con inclusion de 25 g/kg aceite de OU (AOU). Tratamiento A5: dieta control con
50 g/kg de AOU. Tratamiento EA2.5: dieta control con inclusidn de 21 g/kg de EOU y 25
g/kg de AOU. Y tratamiento EAS5: dieta control con inclusion de 21 g/kg de EOU y 50
g/kg de AOU. Se realizaron 3 incubaciones de 24 h en semanas consecutivas, las
concentraciones de acidos grasos volatiles y metano se determinaron por cromatografia
de gases y los cambios en las poblaciones microbianas por gPCR. La inclusion de aceite

de OU redujo la DIVMS (p<0.001), no hubo efectos sobre las concentraciones de AGV
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totales, pero el propionato fue incrementado por efecto del extracto de OU (p=0.001) hasta
un 18%. El extracto de OU redujo la concentracion de N-NHs en 29% (p<0.001) y los
acidos grasos de cadena ramificada en 18% (p=0.025). La produccion de CH4 fue reducida
en 24% (p=0.041) y el rendimiento de CH4 en 29% (p=0.042) por efecto de la interaccion
ente el extracto de OU y el aceite de OU. Las poblaciones de metandgenos fueron
reducidas por efecto del EOU (p<0.001), del AOU (p<0.001) y su interaccion (p<0.001).
Las poblaciones de Ruminococcus albus (p=0.022), Fibrobacter succinogenes (p=0.004)
y Prevotella spp. (p=0.006) fueron afectadas por la interaccion entre aceite de OU vy
extracto de OU. Las poblaciones de Butyrivibrio fibrisolvens se incrementaron por efecto
del extracto de OU (p=0.006) y por efecto del aceite (p=0.001). Un efecto aditivo de la
inclusion de extracto polifendlico y el aceite de orujo de uva redujo las poblaciones de
metanogenos totales e incrementd la produccion de propionato, lo cual se reflejo en una
reduccion en la produccion y el rendimiento de CHas. Sin embargo, con base en los
resultados el extracto polifendlico de OU Pais posee un mayor potencial antimetanogénico
que el aceite o su combinacion; sin afectar la fermentacion ruminal, y con una reduccién

importante de la produccion de N-NHs.

Palabras clave: polifenoles, acidos grasos de cadena larga, rumiantes, metano, amonio
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4.2.2 Introduccién

Diferentes estrategias dietarias se han evaluado en funcion de reducir las emisiones de
CHa, en la busqueda del incremento en la productividad y sostenibilidad de la produccion
ganadera. El uso de taninos y grasas de forma individual en dietas de rumiantes ha sido
ampliamente investigado (Purba et al. 2020; Ibrahim et al. 2021). La adicion de grasas a
la dieta reduce las emisiones de CH4, e incrementa la densidad energética y la palatabilidad
del alimento. Adicionalmente en los ultimos afios se ha incrementado el interés en el uso
de &cidos grasos para modular procesos fisiologicos y manipular el perfil lipidico de los
productos derivados de rumiantes (Amanullah et al. 2022). Aceites vegetales con altos
contenidos de acidos grasos insaturados reducen la produccién de CHa porque alteran los
procesos de biohidrogenacion y tienen efectos tdxicos sobre protozoarios y poblaciones
metanogénicas. En general los ensayos con aceites vegetales incluyen el uso de aceite de
coco, aceite de girasol, soya, palmay linaza. El aceite de semilla de uva contiene grandes
cantidades de acido linoleico (C18:2) el cual tiene el potencial de incrementar el flujo
duodenal del &cido linoléico (18:2n-6) y sus productos intermedios de biohidrogenacion
como el acido ruménico y el acido vaccénico entre otros CLA e isomeros trans-18:1
(Chikwanha et al. 2018).

Por su parte, los polifenoles y especialmente taninos condensados (TC) tienen la
capacidad de interactuar con la microbiota ruminal, afectando la fermentacion de la fibra,

y el metabolismo proteico y lipidico (Vasta et al., 2019). Se ha reportado que dietas con
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altos contenidos de CT inhiben los pasos finales de la biohidrogenacion ruminal (Thanh
et al., 2022), ademas de reducir las emisiones de CH4 de los rumiantes. La actividad y
eficacia de los taninos para generar estos efectos depende del tipo y la dosis de TC usada,
asi como el tipo de dieta a la cual se adiciona (Min et al., 2020; Menci et al., 2021).
Diversas fuentes de taninos han sido evaluadas, siendo las mas comunes quebracho, acacia
y mimosa tanto en condiciones in vitro como in vivo (Purba et al. 2020). Recientemente
se ha incrementado el nimero de trabajos en los cuales el OU y otros subproductos se han
evaluado como suplementos para rumiantes, Corredu et al. (2016) reportaron un
incremento de los CLA en leche de ovejas por uso combinado de semillas de uva y de
linaza, Moate et al. (2020) y Vinyard et al. (2021) evaluaron los efectos de la inclusion de
OU en dietas para vacas lecheras y de ganado de engorda. mas recientemente Zhang et al.
(2020) evaluaron los impactos del uso de un extracto rico en taninos de semilla de uva al
0.2% MS sobre la produccion de CHa en condiciones in vitro. Por otra parte, Thanh et al.
(2022) evaluaron dosis crecientes de un extracto rico en taninos de semilla de uva en dosis
crecientes solo 0 en combinacion con aceite de soya al 2.5% MS sobre la fermentacion y
biohidrogenacion ruminal, y la produccion de CHas, encontrando un mayor efecto de los
acidos grasos sobre la modulacion de la biohidrogenacién y la produccién de CHa4, cuando
estos se adicionaban solos o con una concentracidn muy baja de extracto. A nuestro
entendimiento no existen estudios que evalten los efectos de la inclusion de un extracto
polifendlico de OU Pais solo o combinado con dosis crecientes de aceite de OU sobre la

fermentacion ruminal, la produccion de CHa y las principales poblaciones microbianas.
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Los resultados de los estudios previos han demostrado que un extracto polifendlico de
OU Pais reduce la produccién de CHa, y las concentraciones de N-NH?2 sin afectar
negativamente la fermentacion ruminal. Efectos demostrados también con el uso de OU
Pais, el cual contiene concentraciones de aceite del 16%, constituido en un 82% por acidos
grasos insaturados, cuyo potencial antimetanogénico ha sido establecido (Newbold et al.
2005). Por lo cual surgen interrogantes sobre los efectos del aceite de OU Pais sobre
fermentacion ruminal y la produccion de CHa, o si existen efecto de la interaccion entre
el los polifenoles y acidos grasos presentes en el OU Pais. Por ello el objetivo de este
estudio fue determinar el efecto de un extracto polifendlico de OU Pais solo o en
combinacion con aceite de OU en dosis crecientes (2.5% y 5% MS) a una dieta alta en
forraje sobre la fermentacion, la produccion de CHa y las poblaciones microbianas, en

condiciones in vitro.

4.2.3 Materiales y métodos

Extracto polifendlico de orujo de uva Pais

Un extracto polifendlico de OU Pais (CPT 278.9 mg GAE/g MS y PA 98.8 mg CAT/g

MS), solido, obtenido mediante extraccion asistida con microondas acorde a los

procedimientos descritos en el estudio 2.2 fue usado para este estudio.

Aceite de orujo de uva Pais
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La fraccion polar obtenida en el estudio 2.2 de esta tesis fue conservada en la
oscuridad a temperatura ambiente hasta su uso. El perfil lipidico del aceite obtenido indico
contenidos del 17.6% de acidos grasos saturados, 21.89% de acidos monoinsaturados y

60.45% de acidos grasos poliinsaturados, representados en su totalidad por &cido linoleico.

Disefio experimental y tratamientos

Se realizd un cultivo tipo batch en un arreglo factorial de 2 x 3 completamente al
azar, con seis tratamientos: CON: una dieta alta en forraje (relacion forraje-concentrado
70:30) usada como control, E: dieta control con inclusién de 21 g/kg de extracto de orujo
de uva (EOU), equivalente a 2.07 g de proantocianidinas/kg MS, A2.5: dieta control con
inclusion de 25 g/kg aceite de OU (AOU), A5: dieta control con 50 g/kg de AOU, EA2.5:
dieta control con inclusion de 21 g/kg de EOU y 25 g/kg de AOU, y EAS5: dieta control
con inclusion de 21 g/kg de EOU y 50 g/kg de AOU. Las dietas fueron isoproteicas e
isofibrosas (Tabla 4.2.1), y el AOU fue incluido en sustitucion porcentual del maiz grano
humedo de la dieta. Todos los ingredientes se molieron a 2 mm (molino de grano Breuer,
Chile), se mezclaron, incluyendo el extracto y, a continuacion, se depositaron 0.5 g de
cada sustrato en bolsas filtrantes (Ankom® F57, ANKOM Technology, Macedon, NY,
EE.UU.). Se incubaron cuatro botellas de cada tratamiento, tres réplicas técnicas, y una
adicional para la evaluacion de los cambios en la poblaciones microbianas, en cada tiempo
de muestreo (24 y 48 h) y se realizaron tres incubaciones o corridas (réplicas estadisticas)
en semanas consecutivas. En total se incubaron 156 botellas [{(6 tratamientos x 4 réplicas)

+ 2 blancos} x 2 tiempos de muestreo x 3 corridas (réplica estadistica)].
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Tabla 4.2.1. Ingredientes y composicion quimica (%MS si no se indica algo distinto) de

los sustratos incubados

CON E A25 A5 EA25 EAS5S
Ingredientes
Heno de alfalfa 500 4895 500 500 4895 489.5
Ensilaje de maiz 200 1958 200 200 195.3 195.3
Harina de Soya 40 39.2 40 40 392 39.2
Maiz grano himedo 150 150 125 100 125 99
Avena 100 100 100 100 95 96
Minerales 10 10 10 10 10 10
EOU 0 21 0 0 21 21
AOU 0 0 25 50 25 50
Composicion quimica
Materia seca, g/kg materia fresca 910 911 909 908 903 902
Materia organica 915 916 921 925 919 921
Proteina cruda 149 149 147 146 147 145
Cenizas totales 85 84 79 75 81 79
Extracto etéreo 22 25 38 58 42 59
Fibra detergente neutro 396 399 412 413 417 417
Fibra detergente &cido 301 295 284 289 292 294
!Carbohidratos no fibrosos 348 343 324 308 313 300

1 Carbohidratos no fibrosos (CNF)= 100 — PC — EE — FDN — Cenizas.

CON: control, E: extracto de orujo de uva al 2.1% MS, A2.5: aceite de orujo de uva al 2.5% MS, A5:

aceite de orujo de uva al 5% MS, EA2.5: extracto de orujo de uva al 2.1% MS+ aceite de orujo de uva al
2.5% MS, EAB: extracto de orujo de uva al 2.1% MS+ aceite de orujo de uva al 5% MS

Los procedimientos de coleccion y procesamiento del liquido ruminal, manejo de

las vacas donadoras de este estudio, inoculacion y fermentacion in vitro en un sistema

discontinuo tipo batch fueron descritos en el apartado Animales y fermentacion in vitro

del estudio 3.1.
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Produccion de metano, produccién total de gas, pH y desaparicion in vitro de la
materia seca

La produccién total de gas (PG) de cada botella se registré a las 12 y 24 h de
incubacion usando la metodologia de desplazamiento de agua, la toma de muestras para
determinacion de las concentraciones de CHa4 por cromatografia de gases fueron descritas
previamente (Punto 3.1). Las concentraciones de CH4 se presentan como porcentaje en
gas, produccion (mg/g de MS) y rendimiento (mg/g de MS digerida). Los rendimientos
de gas y CHa se estimaron como el gas neto (mL) o CH4 (mg) en cada tiempo de muestreo,
dividido por los correspondientes g de MS degradada (MSd).
El pH del medio de cultivo fue medido al final de la incubacion (medidor de pH, Thermo
Scientific, Orion Star A121 pH Portable Meter, USA) y las bolsas con sustrato fueron
lavadas con agua destilada y secadas en horno a 55°C durante 48 h. Se calculé el

porcentaje de pérdida de peso y se presentd como desaparicion in vitro de laMS (DIVMS).

Determinacidn de nitrégeno amoniacal y acidos grasos volatiles

Dos muestras (1.5 mL) de indculo al inicio de la incubacion (0 h) y de cada frasco,
posterior a la medicion del pH fueron colectadas y transferidas a frascos de
microcentrifuga de 2 mL. Una muestra se destino a la determinacion del N-NHs, para lo
cual se mezcld con 150 pl de acido tricloroacético (0.65 p/v), se centrifugo a 14.000 g
durante 10 min a 4°C y almacen0 a -20°C hasta su analisis. Las concentraciones de N-NH3

fueron medidas con un espectrofotémetro UV-VIS (Spectroquant Pharo 300, Merck
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KGaA, Alemania) a 625 nm, por el método Berthelot modificado segun Rhine et al.
(1998). La segunda muestra se uso para determinacion de las concentraciones de AGV.
Esta se mezcld con 300 puL de acido metafosforico (0.25 p/v), se filtrd (ClarinertTM, 22
um, Agela Technologies, China) y se almacen6é a -20°C hasta su analisis. Las
concentraciones de AGV fueron determinadas por cromatografia gaseosa (Agilent 7890B,
Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, EE.UU.), con un detector de ionizacion de llama
(FID) y una columna capilar (30 m x 0,250 mm x 0,25 um; BD-FFAP, Agilent
Technologies, Estados Unidos). Las condiciones del método fueron: temperatura inicial
del horno 150°C, incremento de 5°C/min hasta 195°C, manteniendo durante 13 min. Las
temperaturas del inyector y del detector fueron de 225°C y 250°C, y el gas portador fue
helio (28.5 cm/s). Las concentraciones se determinaron comparando el tiempo de
retencion y el area de pick con un estdndar AGV Supelco mediante el software
ChemStation v. 3.2 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). El céalculo de N-NH3
neto y la produccidn total neta de AGV se realizé usando las concentraciones de la hora

0.

Analisis quimicos

Los sustratos y residuos se analizaron mediante los métodos de la AOAC (1995),

descritos en el punto 2.1 de esta tesis.
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Extraccién de ADN y ensayo gPCR

Para la extraccion de ADN, las muestras de sustrato de cada botella fueron
homogenizadas y una submuestra de 300 mg fue seleccionada. La extraccion del ADN
microbiano, el analisis de PCR cuantitativo, los primer utilizados y el analisis de la
expresion génica relativa de Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus,
Ruminococcus flavefaciens, Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella spp., y metandgenos

totales se realizaron acorde a la metodologia descrita en el punto 3.2 de esta tesis.

Andlisis estadistico

Para los analisis estadisticos el modelo incluyd el nivel de AOU, el nivel de EOU
y su interaccién como efectos fijos. Para los andlisis de los resultados de parametros de la
fermentacion ruminal, produccion de gas y CHa se promediaron los resultados de las tres
réplicas antes del andlisis estadistico y esos promedios fueron la unidad estadistica. Los
datos del analisis molecular se transformaron a porcentaje como (2-AACT) x 100 y luego
a escala logio antes del andlisis estadistico de acuerdo con Liang et al. (2017). Se realizo
una prueba ANOVA, utilizando el modelo:

Yijk = p + ai + Bj + ok + (af)ij + €ijk

Donde Yijk son los datos experimentales; 1 es la media global de las observaciones; ai
es el efecto fijo de la inclusion del EOU; Bj es el efecto fijo de la adicion de AOU; dk es la

incubacion (efecto aleatorio); (af)ij es la interaccion entre EOU x AOU, v cijk €s el error.
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Las medias se compararon mediante el test de Tukey y se calcularon los coeficientes de
correlacion de Pearson para establecer el grado de asociacion entre los parametros de la
fermentacién, el rendimiento de CHa, el N-NHs y las poblaciones microbianas. Las
diferencias se consideraron significativas cuando p < 0.05. Todos los analisis se realizaron
utilizando Stata Ver. 15.1 (StataCorp LP, College Station, Texas, USA). El indice de
diversidad de Shannon del microbioma bacteriano se calculé utilizando Microsoft Excel

(Microsoft Office 365).

4.2.4 Resultados

Parametros de la fermentacion ruminal

No se registraron efectos de la interaccion entre el AOU y EOU sobre los
parametros de fermentacion ruminal (Tabla 4.2.2). La DIVMS fue reducida en un 9% en
los tratamientos A5 y EAD, por efecto del aceite de OU (p < 0.001), aunque no hubo
diferencias entre los demas tratamientos y el control. Un incremento del factor de particion
fue registrado para los tratamientos con E, EA2.5 y EA5 por efecto del extracto de OU (p
= 0.035). La concentracion total de AGV no fue afectada por los tratamientos (p > 0.05),
ni la concentracion molar de acetato (p > 0.05); sin embargo, la proporcion molar de
propionato se incremento en 16% en el tratamiento E y en 15% en el tratamiento EA5, por
efecto del extracto de OU (p = 0.001). La proporcién molar de butirato se incremento en

14% en el tratamiento EA5 por efecto del aceite de OU (p = 0.026) y la relacién A:P fue
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afectada por el EOU (p = 0.003) y por el aceite (p = 0.009), sin embargo, no hubo

diferencias entre tratamientos.

La concentracion de N-NHs fue reducida en 29% en el tratamiento E, y 28% en el
tratamiento EA5, por efecto del extracto de OU (p < 0.001), no se registro diferencias ente
los demés tratamientos y la dieta control. Los &cidos grasos de cadena ramificada (AGCR)
fueron afectados por el extracto de OU (p = 0.025), con una reduccién del 18% en los

tratamientos E y EAS.
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Tabla 4.2.2. Efectos de la inclusion de aceite y extracto de orujo de uva Pais sobre los pardmetros de fermentacion de una dieta

alta en forraje a las 24 h de fermentacion en un cultivo batch

Parametro CON E A25 A5 EA25 EAS5 EEM A E AxE
DIVMS, % 50.14 49.7AB 4958 4578 48.8°B 4568 0.148 <0.001 0.083 0.931
pH 6.68 6.72 6.66 6.65 656 655 0.080 0.125 0.542 0.875
N-NHs, mg/dL 1054 7,58 83AB 854 70AB 768 0350 0.436 <0.001 0.061
FP mg MSd /mL 388 464 43" 43% 468 468 0156 0.189 0.035 0.863
AGV totales (mM) 1249 1206 1115 1184 1234 1228 2723 0403 0.220 0.131
Acetato (%) 60.9 59.2 57.5 61.3 61.6 611 1.352 0.495 0424 0.236
Propionato (%) 27.98 3254 30448 31.3%B 32178 3224 1486 0.054 0.001 0.917
Butirato (%) 14.4® 1538 15728 16.0"® 16.0"® 16.4% 0.457 0.026 0.062 0.802
AGCR (%) 28~ 238 2678 2848 25AB 238 0089 0446 0.025 0.535
AP 2.2 1.8 1.8 1.9 1.9 1.9 0.091 0.003 0.009 0.429

Nota: CON: control, E: extracto de orujo de uva al 2.1% MS, A2.5: aceite de orujo de uva al 2.5% MS, A5: aceite de orujo de
uva al 5% MS, EEM: error estandar de la media, A: aceite, AXE: interaccidn entre aceite de orujo de uva y extracto de orujo de

uva, AGCR: acidos grasos de cadena ramificada.
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No se registraron efectos del aceite o el extracto de OU sobre la produccién de gas
analizada por materia seca incubada o materia seca digerida a las 24 y 48 h de incubacién
(Tabla 4.2.3). Reducciones en el porcentaje en gas (p = 0.033), produccion (p = 0.041) y
rendimiento de CHa4 (p = 0.042) a las 24 h de incubacion, fueron registradas por efecto de
la interaccion aceite de OU x extracto de OU. El porcentaje de CH4 en gas fue reducido
en 17% en el tratamiento E, en 9% en el tratamiento A5, en 14% en el tratamiento EA2.5,
y en 22% en el tratamiento EA5. La produccion de CH4 fue reducida en 24% en el
tratamiento E, pero mayores reducciones fueron registradas en los tratamientos EA2.5
(28%) y EA5 (31%). Por su parte, el rendimiento de CH4 presentd reducciones en los
tratamientos E, con una reduccién del 29%, tratamiento EA2.5 con 30% de reduccién y el

tratamiento EA5 con una reduccién del 34%.

Tabla 4.2.3. Efectos de la inclusidn de aceite de orujo de uva y extracto de orujo de uva
sobre la produccion de gas y metano de una dieta alta en forraje a las 24 h de fermentacién

en un cultivo tipo batch

Parametro CON E A25 A5 EA25 EA5 EEM A E AxE

Gas MS
incubada, mL/g
Gas MS digerida,

99.0 984 874 81.7 88.5 87.2 5385 0.277 0435 0.074

182.3 1852 1629 1823 1828 1759 9516 0.064 0.300 0.096

mL/g

CH4 (%) 1224 10.1® 115 11.1B 1058¢ 95¢ 0.157 0.021 0.148 0.033
.CH“ MS 994 758 9148 go9AB 718  68° 0.699 0.030 0.062 0.041
incubada, mg/g

CH4 MS

LT 20.14 14.2® 18.0"® 175 14.0%¢ 13.3° 1.146 0.001 0.056 0.042
digerida, mg/g
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Nota: CON: control, E: extracto de OU al 2.1% MS, A2.5: aceite de OU al 2.5% MS, A5: aceite de OU al
5% MS, EA 2.5: extracto de OU al 2.1%MS + aceite de OU al 2.5% MS, EA 5: extracto de OU al 2.1%MS
+ aceite de OU al 5% MS, EEM: error estandar de la media, A: aceite de OU Pais, E: extracto polifendlico
de OU Pais, AxE: interaccidn entre aceite y extracto de OU Pais.

Efectos sobre las poblaciones microbianas

No se registraron efectos del EOU o de la interaccion del AOU y el EOU sobre las
poblaciones de bacterias totales (p > 0.05) ni sobre la riqueza microbiana, expresada
mediante el indice de Shannon (Tabla 4.2.4). Se registré una reduccion en las poblaciones
de hongos totales por efecto de la interaccion entre el aceite y el extracto de OU (p=0.049),
reducciones del 5.8% y del 11,5% fueron registradas para los tratamientos EA2.5y EA 5,

respectivamente con relacion al tratamiento control.

Tabla 4.2.4. Efectos de la inclusion de aceite y extracto de OU Pais sobre abundancia
absoluta de bacterias totales y hongos totales (hg ADN/g MS), de una dieta alta en forraje

a las 24 h de fermentacion en un cultivo batch

Poblacion CON E A A5 EA EA5 EEM A E AxE
2.5 2.5

Bacterias 5.2 5.4 4.3 3.8 4.9 46 0.188 0.120 0.153 0.139

totales

Hongos 0.07 0.06%® 0.07* 0.06"® 0.03% 0.02% 0.007 0.055 0.001 0.049

totales

indice de 35 3.7 3.3 3.2 3.3 3.2 0.105 0.131 0.468 0.168

Shannon
Nota: CON: control, E: extracto de OU al 2.1% MS, A2.5: aceite de OU al 2.5% MS, A5: aceite de OU al
5% MS, EA 2.5: extracto de OU al 2.1%MS + aceite de OU al 2.5% MS, EA 5: extracto de OU al 2.1%MS
+ aceite de OU al 5% MS, EEM: error estandar de la media, A: aceite de OU Pais, E: extracto polifendlico
de OU Pais, AxE: interaccidn entre aceite y extracto de OU Pais.
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Se registrd una reduccion de las poblaciones de metandgenos totales por efecto del
EOU (p < 0.001), del AOU (p < 0.001) y su interaccion (p < 0.001) (Figura 4.2.1). Los
tratamientos E y EA2.5 presentaron una reduccion de 7 veces en las poblaciones de
metanogenos respecto al control. Un efecto aditivo del aceite de OU vy el extracto de OU
fue registrado en el tratamiento EA5, con una reduccién de 7.8 veces en las poblaciones
de metandgenos respecto al control. Las poblaciones de R. albus (p = 0.022), F.
succinogenes (p = 0.004) y Prevotella spp. (p = 0.006) fueron afectadas por la interaccién
entre aceite de OU y extracto de OU. Las poblaciones de R. albus fueron reducidas
proporcionalmente a la concentracion de aceite. No se registraron efectos en las
poblaciones de R. flavefaciens. Las poblaciones de F. succinogenes y Prevotella spp., se
incrementaron en los tratamientos con aceite, pero una reduccién fue registrada en el
tratamiento con extracto. Las poblaciones de B. fibrisolvens se incrementaron por efecto

del AOU (p = 0.006) y por efecto de la interaccion entre EOU y AOU (p = 0.001).

6.00 ~

4.00 4
2.00 4

0.00 - — _—. — -—- ..- —

-2.00 A

control

P [T R —

-4.00 A T

log2 Fold-change

-6.00 4
-8.00 1 I
-10.00 4

-12.00 4

-14.00 -

Metanogenos totales R. albus R flavefaciens B. fibrosolvens F. succinogenes Prevotella spp

EOU mAOQOU25 mAQU5 wEA25 mEAS

188



Figura 4.2.1 Cuantificacion relativa de los niumeros de copias de los principales
grupos microbianos, de sustratos con extracto de orujo de uva (EOU) y aceite de
orujo de uva (AOU) comparados con la dieta control a las 24 h de incubacion.
Los fold-change para grupos especificos de amplicones se calcularon como la
relacion (log 2) del numero de copias normalizado. Valor de p < 0.05 (*).

Asociaciones entre los parametros de fermentacion ruminal, metano, los

componentes de la dieta y poblaciones microbianas

El anélisis de correlaciones de Pearson entre los principales parametros de
fermentacion ruminal y las poblaciones de microorganismos, se presenta en la figura 4.2.2.
Se establecio una asociacion entre la DIVMS y el rendimiento de CH4 (r=0.251, p < 0.01),
las poblaciones de metandgenos totales (r= 0.367, p < 0.05), las poblaciones de F.
succinogenes (r= 0.254, p < 0.01), y la produccion de propionato (r=-0.3518, p < 0.05).
El rendimiento de CHs (mg/g MSi) se asocid positivamente con las poblaciones de
bacterias totales (r= 0.2946, p < 0.01), de R. albus (r= 0.287, p < 0.05), y F. succinogenes
(r=10.284, p < 0.05); y negativamente con las poblaciones de Prevotella spp. (r=-0.249, p
< 0.01) y B. fibrisolvens (r= -0.251, p < 0.01). La produccién de N-NHs se asoci6
positivamente con las poblaciones de F. succinogenes (r=0.243, p < 0.01), la produccién
de AGCR (r=0.312, p < 0.01) y negativamente con la produccién de propionato (r= -

0.318, p < 0.05).
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4.2.5 Discusion
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La reduccion en la DIVMS registrada en este ensayo por efecto del aceite de OU al
5% coincide con los resultados de Sharifi et al. (2018), quienes evaluaron la inclusion de
aceite de uva al 2% y 4% en una dieta forrajera en condiciones in vivo, sin observar
reduccion en la digestibilidad de la materia seca, materia organica o proteina, pero si de
la FDN a la concentracion del 4%. Reducciones en la digestibilidad de la materia organica
por interaccién entre taninos y aceite en la dieta, y reducciones en la digestibilidad de la
FDN y FDA por efecto aceite al 5% en dietas forrajeras han sido reportados previamente
(Lima et al. 2019). Cieslak et al. (2013) reportaron la reduccion en la digestibilidad in
vitro de la FDN, pero no de la MS con la inclusion de aceite de semilla de uva al 5% en
una dieta forrajera. La reduccion en la digestibilidad de la fibra promovida por los aceites
vegetales es resultado de un efecto fisico del aceite al cubrir las particulas del alimento y
los microorganismos, especialmente fibroliticos y productores de butirato (Ibrahim et al.
2021). Esto podria explicar la reduccion en las poblaciones de R. albus y F. succinogenes
en los tratamientos A5y EA5, y la reduccion de la DIVMS registrada para los tratamientos
con aceite al 5% MS. Estos resultados coinciden parcialmente con los de Vargas et al.
(2017), quienes reportaron reducciones en las poblaciones de R. albus, pero no de F.
succinogenes en fermentaciones in vitro con aceites de girasol, oliva y linasa al 6%. Sin
embargo, otros autores han reportado los efectos depresores de la suplementacion con
diferentes aceites sobre todas las poblaciones microbianas del rumen en condiciones in
vivo (Vargas-Bello-Pérez et al. 2016, Zhao et al. 2018) e in vitro (Maia et al. 2010). Los
resultados obtenidos para los tratamientos con AOU al 2.5% coinciden con estudios

previos en los cuales bajas dosis de acidos grasos insaturados no afectaron la digestibilidad
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de la materia seca de una dieta con una relacién forraje-concentrado 50:50, en condiciones
in vitro (Embaby et al. 2019). Ibrahim et al. (2018) reportaron que la inclusion de aceites
de girasol, palma y oliva a 6% MS no afectd la digestibilidad aparente de la MS o de la
fibra, pero si de la proteina cruda de una dieta concentrada, y que las poblaciones de
bacterias fibroliticas no fueron afectadas por los aceites, pero las poblaciones de
metanogenos fueron reducidas.

La inclusion de extracto de OU solo o en combinacion con aceite no afecto la
DIVMS, la produccién de gas o la produccion de AGV totales, resultados que coinciden
con los resultados de Thanh et al. (2022) quienes no encontraron efectos sobre la
produccién de AGV o la produccion de gas por la adicion de proantocianidinas de semilla
de uva al 0.2% y 0.4% con aceite de soya al 2.5% MS a una dieta forrajera en un cultivo
batch. Estos autores reportaron un efecto aditivo de las proantocianidinas de semilla de
uva al 0.6% y 0.8%, y aceite de soya al 2.5% MS sobre la reduccion en la produccion de
gas 'y AGV totales. Estudios previos han demostrado que la adicion de aceites vegetales
hasta un 2.7% MS no afectan la produccion de AGV o sus proporciones molares
individuales (Williams et al. 2020). El extracto de OU Pais increment6 la proporcion
molar de propionato, lo cual coincide con resultados de Sharifi et al. (2018), quienes
reportaron incrementos en la proporcién de propionato en fluido ruminal de corderos
alimentados con una dieta forrajera con inclusion de aceite de semilla de uva al 2 y 4%.
Thanh et al. (2022) reportaron incrementos en las concentraciones molares de &cido
propidnico y la reduccion de la relacion A:P con proantocianidinas de semilla de uva en

concentraciones desde 0.4% MS 'y 2.5% MS de aceite de soya en fermentaciones in vitro
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de una dieta alta en forraje. El incremento de las concentraciones molares de butirato
puede deberse parcialmente al incremento de las poblaciones de B. fibrisolvens, principal
productor de butirato en el rumen (Dewanckele et al. 2020). Estas fueron incrementadas
2.5y 3 veces por la adicién de aceite de OU en concentraciones de 2.5 y 5% MS. El
incremento de las poblaciones de B. fibrisolvens en condiciones in vivo por el efecto
combinado de aceite de soya y taninos de quebracho (Buccioni et al. 2015) y por la adicion
de aceites vegetales hasta un 5% MS (Mirzaei-Alamouti et al. 2021) han sido previamente
reportados.

Las reducciones del 28 y 29% en la produccién de N-NHs y del 18% en las
concentraciones molares de los &cidos grasos de cadena ramificada (AGCR) por efectos
del extracto de OU registradas en este estudio coinciden con los resultados de Williams et
al. (2020) quienes reportaron reducciones del N-NHs del 17% por efecto del suministro
de taninos (400g/dia) en condiciones in vivo, con los de Menci et al. (2021), quienes
reportaron reducciones en las concentraciones de N-NHs 'y de los acidos grasos de cadena
ramificada por efecto de taninos condensados en una dieta forrajera; y con los de Chen et
al. (2021) quienes reportaron reducciones del 26% en las concentraciones de N-NHs en
fermentaciones in vitro de alfalfa con una mezcla de TC y taninos hidrolizables. La
reduccion en las poblaciones de Prevotella spp. por efecto directo de los TC, se asocia a
una reduccion en la fermentacion de la proteina de la dieta, reduciendo la produccion de

acidos grasos de cadena ramificada y de amonio en rumen (Tan et al. 2021).
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En este ensayo no se registraron efectos en la produccion de N-NHs en los
tratamientos con aceite de OU, solo o cuando la concentracion del 2.5% MS se combind
con el extracto de OU. Estos resultados coinciden con los de Thanh et al. (2022) quienes
no encontraron efectos sobre la produccion de N-NHs, pero si sobre las proporciones
molares de isobutirato e isovalerato por la interaccion de aceite de soya al 2.5% MS 'y
dosis crecientes de proantocianidinas de semilla de uva en fermentaciones in vitro. La
falta de efectos en la produccion de N-NHs en los tratamientos con A2.5 y A5 podria ser
resultado del incremento de las poblaciones de Prevotella spp. y de B. fibrisolvens por
efecto de la inclusion de aceite de OU, poblaciones que fueron superiores a las del
tratamiento con EOU solo o0 en combinacidn con aceite. Se ha establecido que la adicion
de &cidos grasos poliinsaturados a la dieta incrementa las poblaciones de Prevotella spp.
y B. fibrisolvens dependiendo la dosis (Vargas-Bello-Pérez et al. 2016; Ebeid et al. 2020).

Reducciones en la produccion de CHa4 por efecto de extractos polifendlicos,
taninos hidrolizables y TC han sido ampliamente reportadas previamente (Sinz et al. 2019;
Vasta et al. 2019; Vera et al. 2022). Multiples mecanismos se han propuesto para explicar
la reduccion en la produccion de CHa por efecto de los taninos en la dieta, entre los cuales
se describen una reducida disponibilidad para la metanogénesis (H2 y COz) por el
deterioro de la fermentacion de la fibra, resultado de la inhibicion de las enzimas
microbianas, bloqueo de la adhesion de los microorganismos a las paredes celulares de la
fibra, o alteracion en la funcionalidad de los microorganismos ruminales (Hassan et al.
2020). Adicionalmente, la formacion de complejos tanino-carbohidratos (Barrett et al.

2018), y la toxicidad directa sobre los metandgenos (Saminathan et al. 2016) reducen la
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produccion de CHa. La reduccion en el rendimiento de CHa4 registrado en este estudio en
los tratamientos E (29%) y EA2.5 (30%) esta asociada la reduccion las poblaciones de
metan6genos totales, lo que coincide con los resultados de Zhang et al. (2020), quienes
reportaron reduccion de las poblaciones de arqueas metanogénicas del rumen por efecto
de las proantocianidinas de la semilla de uva (0.2% MS). En estos tratamientos también
se registrd un incremento en la proporcion molar de propionato, lo cual est asociado a la
reduccion en la produccion de CHa (Ungerfeld, 2015). Mdltiples estudios han demostrado
que el uso de compuestos secundarios de las plantas como los taninos incrementan la
produccién de propionato generando una menor produccion de CHs (Lan y Yang, 2019).
Por otra parte, una reduccion de mayor magnitud (34%) en el rendimiento de CH4 fue
registrada para el tratamiento AES5, la cual a diferencia de los tratamientos E y EA2.5,
ademas de las reducciones en las poblaciones de metandgenos totales y el incremento de
la produccion de propionato, puede ser influenciada por una reduccién en la fermentacion
de la materia seca y la fibra, inducida por la reduccion de microorganismos fibroliticos
(hongos totales, R. albus y F. succindgenes).

Aunque estos resultados sugieren un efecto aditivo entre el extracto polifendlico de
orujo de uvay el aceite de orujo de uva, las diferencias porcentuales en la reduccién del
rendimiento de CHa4 entre el tratamiento con extracto solo y en combinacion con aceite de
orujo de uva (29%, para tratamiento con extracto solo, 30%, para el tratamiento de extracto
con aceite al 2.5%, y 34% para el tratamiento de extracto con aceite al 5%) sugieren un
mayor potencial antimetanogénico del extracto polifendlico de OU que el potencial de la

fraccion lipidica. Estos resultados contradicen los resultados de Moate et al. (2020)
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quienes indicaron un bajo potencial antimetanogénico a los TC del orujo de uva,
sugiriendo que la reduccion en la produccion de CH4 por efecto del OU es el resultado
aditivo de los contenidos de lipidos, ligninay TC en el OU. El potencial antimetanogénico
del EOU Pais puede ser resultado de la composicion y estructura de los compuestos
fenolicos presentes. Hixson et al (2018) establecieron que OU con taninos méas pequefios
y extraibles es mas eficaz para reducir la metanogénesis. Las proantocianidinas del OU
Pais se caracterizan por un mDP de 9.2 y un peso molecular promedio de 3019 Da, siendo

el 59% de las moléculas, de bajo peso molecular (Figueroa et al. 2020).

4.2.6 Conclusién

La inclusion de aceite por si sola no redujo las emisiones de CHa por materia seca
incubada o digerida, o la produccion de N-NHs, ademas la concentracion del 5% impacto
negativamente la DIVMS vy redujo las poblaciones de las principales poblaciones
fibroliticas del rumen (R. albus, R. flavefaciens y F. succinogenes), aunque incrementd
las poblaciones de B. fibrosolvens. Un efecto aditivo de la inclusion de extracto
polifendlico y el aceite de OU redujo las poblaciones de metandgenos totales e incremento
la produccion de propionato, lo cual se reflejo en una reduccion en la produccion y el
rendimiento de CHa. Sin embargo, comparando la magnitud de las reducciones en las
emisiones, es posible establecer un mayor potencial antimetanogénico del extracto
polifendlico de OU Pais, con la reduccion adicional de la produccion de N-NHs. Es

necesario realizar estudios in vivo con el fin de establecer si estas concentraciones afectan

196



el comportamiento alimentario, los protozoos ruminales y la digestibilidad de nutrientes,

asi como establecer la persistencia de estos efectos en el mediano y largo plazo.
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DISCUSION GENERAL

Esta tesis evaluo el potencial del OU Pais, subproducto de la industria vitivinicola
para ser usado como ingrediente y como fuente de compuestos polifendlicos para la
alimentacion de rumiantes, y su potencial para reducir los impactos ambientales de la
produccién ganadera. Se analiz6 la informacion disponible de los ultimos 10 afios sobre
el uso de OU en la alimentacidn de rumiantes y realizaron seis estudios que abordaron las
siguientes etapas: Capitulo 2: 1) identificacion del perfil nutricional, contenidos de
compuestos bioactivos e identificacion de un método de secado para la conservacion y
extension de la vida Util de este recurso. Estudio que permitié establecer que el secado en
horno a 60 °C durante 48 h reduce los contenidos de humedad, mejorando el perfil quimico
del OU, permite la retencion de altas proporciones de polifenoles y la capacidad
antioxidante del OU, por cual es una buena alternativa para conservar el OU Pais mas alla
de la temporada de produccion. Los resultados de fermentacion del OU sugieren que este
podria ser incorporado como ingrediente en dietas para rumiantes. Sin embargo,
considerando que los compuestos bioactivos del OU tienen diferentes comportamientos
segun el tipo de dieta evaluada, y que su uso como ingrediente tiene la finalidad de sustituir
fuentes de fibra, se propuso la evaluacion in vitro de la dosis optima de inclusion en dietas
con diferentes relaciones forraje-concentrado, impactos sobre los pardmetros de

fermentacion ruminal, digestibilidad de nutrientes y potencial del OU Pais para mitigar
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las emisiones de metano de los rumiantes (Estudio 3.1). Este estudio establecio que la
sustitucion parcial de heno mixto por OU Pais hasta un 10% de la MS en dietas altas y
bajas en fibra, en condiciones in vitro tiene el potencial de reducir las concentraciones de
N-NHs sin afectar negativamente los pardmetros de fermentacion ruminal. Sin embargo,
su inclusién al 20% MS reduce la produccion y el rendimiento de CHa, pero reduce la
DIVMS en 5%, la produccién de AGV totales en 6,5% y la produccién de gas en 7,5%.
En consecuencia, se disefid un estudio de fermentacion semi continuo (Rusitec) para
identificar los mecanismos por los cuales el OU reduce CH4, N-NHs, afecta la
digestibilidad de los nutrientes y las poblaciones microbianas. El estudio 3.2 evalud los
efectos de la inclusién de OU Pais al 20% MS en dietas para rumiantes altas (AF) y bajas
(BF) en forraje sobre los parametros de fermentacion, produccion de CH4 y poblaciones
microbianas ruminales en un sistema de fermentacion semicontinuo Rusitec. Se demostro
que OU Pais puede ser incluido al 20% MS en dietas altas en forraje en sustitucién de
heno mixto sin comprometer la digestion de nutrientes y la fermentacion ruminal, pero su
uso en dietas bajas en forraje en sustitucién de ensilaje de maiz puede afectar la
digestibilidad de nutrientes, especialmente de fibra. Ademas, el uso de OU genera
reduccion en la degradacion ruminal de la proteina y de la produccion de N-NHas. La
formacién de complejos tanino-proteina parece ser la causa de estos resultados dado que
no se registraron efectos sobre las poblaciones ruminales vinculadas a la protedlisis
(Prevotella spp. y Butyrivibrio fibrisolvens). Una marcada reducciéon de metandgenos se
registro al final de la incubacion por efecto del OU corrobora que los efectos del OU Pais

sobre las emisiones de CHas se asocian a inhibiciones sobre los microorganismos
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vinculados con la metanogénesis. Por otra parte, los contenidos de polifenoles totales y
proantocianidinas del OU Pais, obtenidos en el experimento 2.1, indicaron el potencial de
uso del OU Pais como aditivo para la reduccion de las emisiones de CH4 y la excrecion
de nitrégeno, por lo cual se propuso generar un extracto polifendlico estandarizado de OU
Pais mediante la metodologia de extraccion asistida por microondas (Estudio 2.2),
obteniendo un extracto con contenidos de TC y polifenoles superiores a los de otros
extractos usados en nutricion de rumiantes y una alta capacidad antioxidante, quedando
por evaluar su actividad bioldgica y sus efectos sobre la produccion de metano entérico.
El estudio 4.1 evalud los efectos de un extracto polifenolico de orujo de uva Pais (EOU)
sobre los parametros de fermentacion ruminal, desaparicion de nutrientes, produccion de
CHa y las poblaciones de metandgenos, hongos y principales bacterias fibroliticas del
rumen, en un sistema de fermentacion semicontinuo Rusitec.

La inclusion de EOU hasta 2.1% MS en dietas forrajeras reduce la produccion y
el rendimiento de CH4 hasta un 30%, por efecto directo del EOU sobre las poblaciones de
metandgenos, la produccion diaria de N-NHsz hasta un 30%, por efectos sobre las
poblaciones de Prevotella spp. y la formacion de complejos tanino-proteina. El uso de
EOU no afecto las poblaciones fibroliticas, la DIVMS, ni la fermentacion ruminal. Las
escasas diferencias en las emisiones de CH4, poblaciones microbianas ruminales y en la
produccién de N-NHs obtenidas en los ensayos con OU Pais 'y con EOU, junto con la falta
de conocimiento sobre los efectos solos 0 combinados de polifenoles y lipidos de OU,
resultaron en la formulacion del estudio 4.2, que tuvo como objetivo determinar el efecto

de un extracto polifendlico de orujo de uva (EOU) Pais solo o en combinacion con aceite
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de OU en dosis crecientes (2.5% y 5% MS) a una dieta alta en forraje sobre la
fermentacion, la produccion de CHa4 y las poblaciones microbianas, en condiciones in
vitro. En el cual se establecioé que la inclusion de aceite de OU solo en concentraciones
hasta del 5% MS no reduce las emisiones de CHa 0 la produccion de N-NHs, ademas la
concentracion del 5% impacta negativamente las poblaciones fibroliticas del rumen (R.
albus, R. flavefaciens y F. succinogenes) y la DIVMS. Una reduccion en las poblaciones
de metandgenos totales y el incremento en la produccion de propionato, con la
consecuente reduccion en la produccion y el rendimiento de CHa.

El OU puede ser una fuente alternativa de alimento para animales; sin embargo,
una limitante para su uso es el alto contenido de humedad, que limita su vida util y
almacenamiento por largos periodos. Los contenidos de humedad de OU Pais fresco
evaluado en esta tesis fueron de 63%, lo que esta dentro del rango de 50-72% de referencia
reportados previamente. Los procesos de secado del OU, particularmente temperaturas y
tiempos de exposicion determinan la estabilidad de los compuestos fendlicos (Guaita et
al. 2021). Las altas temperaturas degradan los polifenoles, afectan la actividad
antioxidante (Vashisth et al. 2011) y reducen los contenidos de proantocianidinas (Pires
et al. 2021). El secado a 60°C por 48 horas en horno redujo el contenido de humedad del
OU Pais al 5.5%, reduciendo en bajas proporciones los contenidos de compuestos
bioactivos, comparado con investigaciones previas (Teles et al. 2018). Los contenidos de
polifenoles totales y de proantocianidinas del OU Pais secado en estas condiciones fueron
superiores a los de OU usados previamente en alimentacion de rumiantes (Moate et al.

2020; Vinyard et al. 2021). EI OU Pais posee contenidos de extracto etéreo que exceden
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los rangos recomendable para la fermentacién ruminal y podrian ser tdxicos para los
microorganismos ruminales. Adicionalmente, los contenidos de proteina del OU Pais son
menores a los requerimientos minimos (120-180 g/kg MS) para el correcto
funcionamiento de los microorganismos fibroliticos del rumen (Schwab et al. 2005). Estos
resultados sugieren que el uso de OU Pais como fuente alimenticia Gnica para rumiantes
no es una estrategia viable en sistemas productivos eficientes, y que su incorporacion en
dietas para rumiantes requiere la inclusion de fuentes proteicas de mayor calidad o
considerar la incorporacion de fuentes adicionales de nitrogeno. Los contenidos de FDN,
lignina y energia metabolizable del OU Pais fueron ligeramente menores a los contenidos
de OU usado en alimentacion de rumiantes en investigaciones previas (Hixson et al. 2018,
Vinyard et al. 2021, Tayengwa et al. 2021). La DIVMS de OU Pais fue baja (=20%)
posiblemente por efecto de los altos contenidos de ceniza, lignina, extracto etéreo y los
taninos condensados, los cuales inhiben los microorganismos y las enzimas fibroliticas,
reduciendo la digestibilidad de la MS (Vasta et al. 2019). El potencial antimetanogénico
del OU se ha asociado a sus contenidos de taninos condensados (Moate et al. 2014; Hixson
et al. 2016), los altos contenidos de proantocianidinas en OU Pais sugieren un alto
potencial antimetanogénico.

La inclusion de OU Pais en dietas altas en forraje no afecto6 la desaparicién in vitro
de la materia seca en ninguno de los estudios. La inclusién de OU 20% MS en una dieta
baja en forraje redujo la desaparicion in vitro de la materia seca en sistema Rusitec, pero
no en el sistema batch, aunque en este ultimo si redujo la produccion de gas y las

concentraciones totales de AGV. Esto puede ser resultado del incremento en los
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contenidos de carbohidratos estructurales y lignina en la dieta por la inclusion de OU Pais
al sustituir una fuente forrajera de mejor calidad nutricional, mas que un posible efecto de
los TC presentes en el OU. La inclusion de OU modificd la estructura de las poblaciones
microbianas ruminales, reduciendo las poblaciones de F. succinogenes y R. flavefaciens
pero incrementando las poblaciones de B. fibrisolvens y de hongos totales, esta
redundancia funcional podria explicar la baja magnitud del efecto registrado en la
desaparicion de la fibray la MS. Los efectos del OU Pais sobre las poblaciones fibroliticas
pueden ser resultado de los contenidos de acidos grasos del OU ya que la suplementacién
con acidos grasos C-18 afecta las poblaciones de microorganismos fibroliticos (lvan et al.
2013). Adicionalmente, se ha demostrado que los polifenoles modulan las poblaciones de
microorganismos fibroliticos como R. flavefaciens y R. albus (Demirtas et al. 2021).

La inclusion de OU Pais al 20% de la dieta afecto las concentraciones de N-NHs
sin importar el tipo de dieta, alcanzando reducciones del 58% en batch, y del 21% en en
Rusitec. De manera semejante, redujo la produccion de acidos grasos de cadena
ramificada, en los dos ensayos y la desaparicion in vitro de la proteina, en Rusitec. El
andlisis de qPCR no evidencid reducciones sobre las poblaciones de Prevotella Spp.,
bacterias ruminales con actividad proteolitica, por efecto del OU, lo que sugiere que los
resultados son consistentes con un deterioro de la protedlisis por formacién de complejos
tanino-proteinay no por efecto directo sobre la actividad microbiana. Aunque en el ensayo
en batch las reducciones en la produccion de N-NHs fueron superiores a cualquier ensayo
con OU, los resultados obtenidos en el ensayo Rusitec son semejantes a reportes previos

(Moate et al. 2020; Tayengwa et al. 2021 y Ream et al. 2021).
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Independientemente del tipo de dieta la inclusion de OU 20% MS redujo el
rendimiento de CHa4 en 13% en el estudio realizado en batch. Sin embargo, la inclusion
de OU 20% redujo el rendimiento de CH4 en 18% para la dieta alta en forraje y en 14%
en la dieta baja en forraje, en el estudio realizado en Rusitec. Estudios previos indicaron
que las reducciones en la producciény rendimiento de CHa4 son resultado de los contenidos
de lipidos, ligninay TC del OU (Moate et al. 2014, Hixson et al. 2018, Moate et al. 2020).
Estos autores indicaron que los TC del OU no son moléculas antimetanogénicas
especialmente potentes y que las variedades de OU con alto contenido de grasa afectan la
fermentacion ruminal, reduciendo la produccion de gas y las concentraciones de AGV,
reduciendo asi la produccion de CHa, y las variedades OU con mayores concentraciones
de taninos de menor peso molecular tienen un mayor potencial antimetanogénico. Los
débiles efectos sobre la desaparicion de la fibra, la DIVMS, y las reducciones de las
poblaciones totales de metandgenos por la inclusion de OU 20% MS indistintamente del
tipo de dieta, indican que las reducciones son resultado del efecto directo de los TC y la
grasa del OU sobre los microorganismos involucrados en la metanogénesis. Los resultados
establecieron que el OU Pais es rico en &cido galico, cafeico, cumarico, catequina y
epicatequina; y los flavonoles quercetina y kaempferol, compuestos que han demostrado
potencial antimetanogénico (Oskoueian et al. 2013, Becker et al. 2014, Huyen et al.
2016). Ademas, Figueroa et al. (2020) establecieron que el 58.9% de los polifenoles de
las semillas de uva Pais son de bajo peso molecular y grado de polimerizacion media de

9.2, los cuales de acuerdo con Hixson et al. (2018) poseen un mayor potencial
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antimetanogénico. Adicionalmente, el OU Pais tiene altos contenidos de &cidos linoleico
y oleico, que constituyen cerca del 80% de los acidos grasos.

La inclusion de dosis crecientes hasta el 2.1% MS de un extracto polifendlico de
OU Pais (CPT: 287.3 mg GAE/g MSy PA 98.8 mg CAT/g MS) en una dieta alta en forraje
no afectd la DIVMS, la DVMS, la produccién de gas, o de AGV, pero si la desaparicion
in vitro de la fibra y la proteina en un sistema Rusitec. Sin embargo, se registré un efecto
importante del EOU sobre el metabolismo del nitrégeno relacionado con la concentracion
de extracto en la dieta, alcanzando reducciones del 30% en la produccion diaria de N-NHs,
del 32% en la proporcién molar de AGV de cadena ramificada y del 24% de la proteina
cruda con la inclusion de extracto al 2.1% MS. Asi mismo, se registré una reduccion en
la produccion de CH4 por materia seca incubada y en el rendimiento de CH4 (mg/gMSd)
proporcional al incremento de la concentracién de EOU en la dieta, alcanzando el 29%
para la produccion y del 14% en el rendimiento de CH4 con la concentracion de 2.1%. El
extracto de OU Pais no afect6 la diversidad, pero si la estructura de las poblaciones
microbianas, con reduccién de las poblaciones de F. succinogenes, e incrementos en las
poblaciones de R. albus, de R. flavefaciens y de hongos. Los resultados sobre el
metabolismo ruminal indican reduccién en la proteolisis, la cual es resultado de la
formacién de complejos tanino-proteina por una mayor afinidad de los TC del EOU con
las proteinas, como lo establecieron Huyen et al. (2016), y Patra y Saxena (2011). Estos
resultados también pueden atribuirse a los efectos de los polifenoles del extracto sobre las
poblaciones de bacterias proteoliticas, como lo evidencia la reduccion en la produccién

de &cidos grasos de cadena ramificada. Las reducciones en la produccion y rendimiento
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de CHaen este ensayo pueden ser explicados por un efecto aditivo de la alteracion de la
via hidrogenotropica, resultado de la reduccién en la disponibilidad de Hz, la toxicidad de
los metandgenos y en menor proporcion por la captacion de Hz por las unidades
monomericas flavan-3-ol presentes en el EOU.

Previamente se establecié que la reduccion en las emisiones de CH4 por el uso de
OU en dietas de rumiantes podrian ser un efecto aditivo de los contenidos de TC y de la
grasa. Altas dosis de aceite en la dieta afectan la fermentacién ruminal (Ibrahim et al.
2021) y como era de esperarse en este estudio la inclusion de aceite de OU al 5% redujo
la DIVMS, lo cual es resultado de la reduccion en las poblaciones de R. albus y F.
succinogenes, por un efecto fisico del aceite al cubrir las particulas del alimento y los
microorganismos, especialmente fibroliticos y productores de butirato (Ibrahim et al.
2021). Por su parte, la inclusién de extracto de OU solo o en combinacion con aceite no
afectd la DIVMS, la produccién de gas o la produccion de AGV totales, resultados que
coinciden con los resultados de otros estudios en los que se evalud la interaccion entre
proantocianidinas de semilla de uva y aceites (Thanh et al. 2022). Un incremento en la
proporcion molar de propionato, coincidié con las reducciones en el rendimiento de CHa
producidos por efecto del extracto de OU Pais. Como se indicd previamente maltiples
mecanismos pueden explicar la reduccion en la produccion de CH4 por efecto de los
taninos en la dieta. Una baja disponibilidad de sustratos para la metanogénesis (Hz2 y CO2)
por el deterioro de la fermentacion de la fibra, inhibicion de las enzimas microbianas
fibroliticas, bloqueo de la adhesion de los microorganismos a las paredes celulares de la

fibra, o alteracion en la funcionalidad de los microorganismos ruminales (Hassan et al.
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2020), formacion de complejos tanino-carbohidrato (Barret et al. 2018), y toxicidad
directa sobre los metandgenos (Saminathan et al. 2016). En este estudio se establecié que
tanto el extracto de OU como el aceite de OU reducen las poblaciones de metandgenos
totales, aungue en los tratamientos en los que se combino extracto con aceite de OU no se
pudo registrar un efecto aditivo entre del potencial de reduccion de estos dos componentes,
ademdas aunque se registrd una mayor reduccion en el rendimiento de CHs en el
tratamiento de extracto con aceite al 5% (34%) comparado con la reduccidn generada por
el extracto solo (29%), esta diferencia no parece ser resultado de efecto aditivo sobre las
poblaciones de metandgenos totales y parece ser resultado de la reduccion en la
fermentacion de la materia seca y la fibra, inducida por la reduccion de microorganismos
fibroliticos (hongos totales, R. albus y F. succindgenes) como se registro en el tratamiento
con aceite de OU al 5%MS. Estos resultados sugieren un mayor potencial
antimetanogénico del extracto polifenolico de OU Pais que de la fraccion lipidica,
contradiciendo resultados previos que establecieron un bajo potencial antimetanogénico a
los TC de OU (Moate et al. 2020). Estos resultados parecen confirmar que el potencial
antimetanogeénico del EOU Pais puede ser resultado de la composicion y estructura de los
compuestos fendlicos presentes en el. Sin embargo, estudios con compuestos fendlicos
purificados serian necesarios para confirmar esta hipotesis.

El extracto de OU Pais redujo la produccion de N-NHs, las concentraciones
molares de los acidos grasos de cadena ramificada y las poblaciones de Prevotella spp. y
no se registraron efectos en la produccion de N-NHs en los tratamientos con aceite de OU,

solo o0 cuando combinados con el extracto de OU. Lo cual como fue discutido previamente
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puede ser resultado de la formacion de complejos tanino-proteina y los efectos toxicos de
los TC sobre las poblaciones de Prevotella spp. La falta de efectos en la produccion de N-
NHs en los tratamientos con aceite solo podria ser resultado del incremento de las
poblaciones de Prevotella spp. y de B. fibrisolvens por efecto de la inclusién de aceite de
OU. La figura 5.1 presenta los posibles efectos del aceite y del extracto de OU Pais sobre

la fermentacion ruminal y la metanogénesis en funcion de los cambios en las poblaciones

microbianas.
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Figura 5.1. Efectos del aceite y extracto polifendlico de OU pais sobre los
microorganismos vinculados a la fermentacién ruminal y la metanogénesis
(elaboracidn propia)
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CONCLUSION GENERAL

El orujo de uva Pais seco es un recurso con potencial de uso en la alimentacion de
rumiantes, que puede ser usado como sustituto parcial (hasta 20% MS) de fuentes de
forraje de calidad baja, por lo cual podria ser incorporado en sistemas ganaderos, con los
beneficios de reducir las poblaciones de metandgenos ruminales y las emisiones de CHa,
reducir la fermentacion de la proteina, y reducir la excrecion de N-NHs. Ademas es una
buena fuente de compuestos bioactivos, particularmente taninos condensados, por ello la
extraccion de compuestos bioactivos del OU Pais, podria ser una estrategia de
valorizacion de este subproducto, que permitiria obtener un aditivo alimentario para
rumiantes con efectos importantes en la modulacion de la fermentacién ruminal, las
poblaciones microbianas las emisiones de CHs y la fermentacion de la proteina,
incrementando la eficiencia energética y alimentaria de los rumiantes, reduciendo la

excrecion de N reactivo.
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FUTURAS INVESTIGACIONES

Pocos estudios han relacionado en un mismo ensayo las variaciones de la
produccion de CHa con las caracteristicas del ecosistema microbiano ruminal por efecto
del uso de OU o de sus polifenoles. La originalidad de este enfoque de estudio consiste en
combinar un enfoque cuantitativo (parametros de la fermentacion ruminal y produccion
de CHa4 con un enfoque integrador (parametros microbianos) de los procesos digestivos
para comprender los fendmenos observados. Las técnicas in vitro utilizadas en esta tesis
son métodos répidos de caracterizacion de la fermentacion ruminal y evaluacion del
potencial nutricional y de mitigacion del CH4 de alimentos potenciales como el OU Pais.
Aunque la integracion del conjunto de los datos recogidos permite una mejor comprension
de la metanogénesis ruminal y de los fendmenos biolégicos asociados. Asi como del
potencial de uso del OU Pais como alternativa alimentaria y como fuente de aditivos para
la reduccion de impactos ambientales de la produccion de rumiantes, es necesario realizar
estudios in vivo con el fin de establecer los efectos de estos sobre el comportamiento
alimentario, los protozoos ruminales y la digestibilidad de nutrientes, asi como establecer
la persistencia de estos efectos en el mediano y largo plazo. Ademas, dichos ensayos de
alimentacion a largo plazo deberian evaluar animales en diferentes etapas productivas (de
crecimiento y produccion), en los cuales se incluyan aspectos sanitarios, a fin de
corroborar resultados de estudios previos que han demostrado que el uso de OU reduce
moderadamente los procesos inflamatorios y el estrés oxidativo en vacas en transicion del

final de la gestacion al principio de la lactancia, e incrementa el valor nutricional del
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calostro y los &cidos grasos poliinsaturados en leche. Un paso adicional en la generacién
de conocimiento necesariamente debe incluir un andlisis de ciclo de vida, que permita una
evaluacion integradora de los posibles impactos ambientales derivados de la incorporacion

de este residuo a los sistemas de alimentacion animal.
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