Universidad Estatal Peninsula de Santa
Elena

Facultad de Ciencias Agrarias

Carrera de Agropecuaria

EFECTO DE SAPONINAS Y FORRAJE, Moringa oleifera, Gliricidia
sepium, Morus alba, SOBRE LA POBLACION DE PROTOZOARIOS
Y PRODUCCION DE GAS METANO, EN FERMENTACION
RUMINAL in vitro.

TRABAJO DE TITULACION
Previo a la obtencion del titulo de:
INGENIERO AGROPECUARIO

TRABAJO DE

Autor: Kenia Brighite Pidru Gémez

La Libertad, 2021



Universidad Estatal Peninsula de Santa
Elena

Facultad de Ciencias Agrarias

Carrera de Agropecuaria

EFECTO DE SAPONINAS Y FORRAJE, Moringa oleifera, Gliricidia
sepium, Morus alba, SOBRE LA POBLACION DE PROTOZOARIOS
Y PRODUCCION DE GAS METANO, EN FERMENTACION
RUMINAL in vitro.

TRABAJO DE TITULACION
Previo a la obtencién del Titulo de:

INGENIERO AGROPECUARIO

Autor/a: Kenia Brighite Pidru Gomez
Tutor/a: Dra. Debbie Chavez, MSc.

La Libertad, 2021



TRIBUNAL DE GRADO

8

7}
/ ! \ l/

NN -
<SNAAGINRN) 1, 4
= ]
\

Ing. Néstor Acosta Lozano, PhD.
DECANO (E) DE LA FACULTAD
CIENCIAS AGRARIAS
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL

Ing. Nadia Quevedo Pinos, PhD.
DIRECTOR/A DE CARRERA
AGROPECUARIA
MIEMBRO DEL TRIBUNAL

Ing. Veronica Andrade Yucailla, PhD.

PROFESOR DEL AREA
MIEMBRO DEL TRIBUNAL

Ing. Debbie Chavez Garcia, MSc.

PROFESOR TUTOR
MIEMBRO DEL TRIBUNAL

i

Abg. Victor Coronel Ortiz, Mgt
SECRETARIO GENERAL! (E)



AGRADECIMIENTOS
Reconozco que las investigaciones o trabajos obtienen mejores resultados con el apoyo

de conocimientos cientificos, académicos, recursos econémicos y apoyo moral.

Por ello agradezco a Dios porque sé, que el principio de la sabiduria es el temor a Jehova.
Agradezco a mis amados padres Luis Pidru Puenchera, Julia Gomez Lainez por siempre
contar con su amor, apoyo afectivo, moral, econémico y sobre todo por nunca dejarme
sola durante toda la carrera universitaria, ensefidndome a luchar sin importar los
obstaculos presentes con perseverancia y constancia.

Agradezco a mis apreciados y amados hermanos Kelly Pidru Gomez, Luis Pidru Gomez,
por ensefiarme el significado de cuidar, valorar y lograr los suefios anhelados, a esforzarse
a pesar de las contrariedades, sin olvidar lo importante que es la vida.

A mi querida familia cristiana por brindarme carifio, apoyo moral y econémico, no
descuidandome en sus oraciones para cumplir mis metas, en especial: Luis Calderén
Alay, Pastor Fausto Pluas, Pastora Alicia Catuto, Rebeca de la O.

A mis queridos amigos universitarios por todo el sustento moral, econémico y empatico,
demostrando que un buen trabajo nace de un excelente equipo, personalmente a: Erika
Panchana, lIsabel Cabrera, Angélica Zambrano, Katherine Solano, Frixon Solano,
Anthony Cruz y Lesther Auria por toda la colaboracion, conocimiento cientifico y carifio
que compartieron.

A los docentes de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad estatal peninsula de
Santa Elena, mis sinceros agradecimientos por demostrar valor, ética, ensefianza,
paciencia, carifio, responsabilidad e importancia durante todo mi proceso académico, en
especial a mi estimada tutora Doctora Debbie Chavez por contar siempre con su ayuda.
Al Ingeniero Marcos Barro Rodriguez y Sixto Mayorga, por la colaboracion técnica y

cientifica de las instalaciones en realizacion del tema de investigacion.

Gracias por el apoyo incondicional



DEDICATORIA

A Dios por tener el control de todo y ensefiarme a reconocer que sin esfuerzo nada es

posible.

A todas aquellas personas que se esfuerzan por lograr sus objetivos, sin importar las

barreras que sientan fisica y emocionalmente.

A mis amigos, compafieros y docentes universitarios por compartir: los desvelos, viajes,
cambios de caracter, alegrias, preocupaciones, recursos econémicos y toda aquella accién

que genera un esfuerzo continuo.

Aquellos padres, hermanos(as), tios(as), abuelos(as), primos(as) que luchan para que sus
seres queridos logren sus suefios, ofreciendo siempre sus recursos, porque todo esfuerzo

conlleva recompensa.

A toda la fuerza productiva, laboral, empresarial y educativa que se esmeran a cada

minuto por obtener un mejor porvenir para nuestro pais ECUADOR.

En especial a mis padres: Luis Pidru Puenchera, Julia Gomez Lainez y hermanos Kelly
Pidru Gomez, Antonio Pidru GOmez por contar con su proteccién, fortaleza. ayuda
econdmica, espiritual, carifio y amor, a mi amigo: Luis Calderén Alay por su ayuda

incondicional.



RESUMEN

El presente estudio se realizd en el canton Cevallos, provincia de Tungurahua ubicado a
20 km del sur de Ambato, donde se evalu6 el efecto de saponinas y forrajes como Moringa
oleifera, Gliricidia sepium, Morus alba sobre la poblacion protozoaria, produccion de
metano entérico realizada en fermentacion ruminal in vitro. Se utilizaron seis toros
fistulados con peso de 413 + 34 kg en la obtencion de liquido ruminal, incorporados con
saliva artificial para dar apariencia al rumen del bovino, los tratamientos fueron dosis de
saponinas al 0, 0.02 y al 0.04% con forrajes Moringa oleifera, Gliricidia sepium, Morus
alba utilizados después de 3, 6,9, 12, 24, 48, 72 y 96 horas de incubacion para determinar
la cantidad de metano entérico y para valorar la poblacion protozoaria transcurrieron 12
y 24 horas de fermentacion visualizdndose dos clases de protozoos holotricos y
entodiniomorfos. Se hall6 que los tratamientos 6, 7, 8 después de 24 horas de
fermentacion in vitro ocasionaron lisis celular protozoaria, estos datos no fueron
significativos para disminuir la elaboracion de metano entérico por motivo que las dosis
de saponina estuvieron inadecuadas. Se conocié que el factor que mas influye en la

elaboracion de metano es la cantidad de fibra que contiene un pasto.

Palabras claves: bovino, fermentacion, forrajes, gas metano, incubacién, protozoos
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ABSTRACT

The present study was carried out in the Cevallos canton, province of Tungurahua, located
20 km south of Ambato, where the effect of saponins and forages such as Moringa
oleifera, Gliricidia sepium, Morus alba on the protozoan population and enteric methane
production during in vitro ruminal fermentation was evaluated. Six fistulated bulls
weighing 413 + 34 kg were used to obtain ruminal liquid, incorporated with artificial
saliva to give appearance to the bovine rumen, the treatments were doses of saponins at
0, 0.02 and 0. 04% with forages Moringa oleifera, Gliricidia sepium, Morus alba used
after 3, 6, 9, 12, 24, 24, 48, 72 and 96 hours of incubation to determine the amount of
enteric methane and to evaluate the protozoan population after 12 and 24 hours of
fermentation, visualizing two classes of holotrophic and entodiniomorphic protozoa. It
was found that treatments 6, 7, 8 after 24 hours of in vitro fermentation caused protozoan
cell lysis, these data were not significant to reduce the production of enteric methane
because the doses of saponin were inadequate. It was known that the factor that most

influences methane production is the amount of fiber contained in a pasture.

Keywords: bovine, fermentation, forages, methane gas, incubation, protozoa
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INTRODUCCION

La produccion ganadera de bovinos en Ecuador incrementa en el transcurso de los afios,
debido al crecimiento de la demanda de alimentos, presentada en la poblacion,
especialmente por carne de res o productos lacteos, sin embargo para satisfacer dicha
demanda existen diferentes sistemas de produccién ganadera que van desde: extensiva,
intensiva y semiintensiva provocando dafios al medio ambiente, reflejado en la atmdsfera,
esto se debe por la presencia de gases de efecto invernadero (GEI) como son: (CHas, COg,
N20). Dicha informacion es respaldada por la FAO que muestra en la accion ganadera el
15% gas de efecto invernadero (GEI), 7.1 gigatoneladas de diéxido de carbono al afio
(COz/ano), provocado por la actividad del hombre (Bonilla Cardenas and Lemus Flores,
2012).

La cantidad de gases como: metano, didxido de carbono y 6xido nitroso (CH4, CO2, N2O)
generados en la digestibilidad de forrajes de gramineas o leguminosas en el proceso de la
fermentacion ruminal, con la descomposicion de fibra y lignina se puede presentar un
aumento de metano entérico y esto a la vez puede ocasionar pérdidas de energia en el
bovino, por ello es importante analizar la especie de forraje que se esta empleando en la

alimentacion del animal (Hristov et al., 2013).

Por ende, en la actualidad se presentan investigaciones referentes a los metabolitos
secundarios tales como: taninos, compuestos cianogénicos y saponina, puesto que son

compuestos que acttan en la fermentacion ruminal (Rodriguez et al., 2007).

También en la evaluacion de dietas nutricionales a base de leguminosas y fruto de
Sapindus saponaria (contenido de saponinas en su estructura), donde se muestra cambios
ruminales en la fermentacion de rumiantes, bajando las cantidades de metano, por la

reduccion de protozoos (Avila-Serrano et al., 2020).

Cuyas investigaciones indican la supresion de metanogénesis ruminal por saponinas, este
proceso es ocasionado por la interaccién de las moléculas de saponinas con las
membranas de los protozoos lo que ocasiona la presencia de lisis celular, provocando la

eliminacién de poblacion protozoaria (Zhou et al., 2011).

Por consiguiente el presente trabajo desea mostrar el efecto que causa la incorporacion de
diferentes dosis de saponinas y especies forrajeras en formacion de gas metano, elaborada

en la fermentacion ruminal de bovino; para poder tomar como alternativa en la dietas



alimenticias y disminuir la pérdida de energia del ganado, la misma que puede ser
aprovechada para ser transformada en carne o leche y por consiguiente, disminuir la

contaminacion del medio ambiente, con la reduccién de los gases de efecto invernadero.

Problema Cientifico:

¢La incorporacion de saponinas y forrajes como Moringa oleifera, Gliricidia sepium,
Morus alba, realiza cambios en la fermentacion ruminal, provocando la reduccion de la

poblacion de protozoarios y baja la produccion de gas metano?

Objetivo de la investigacion:
Objetivo general:

Evaluar el efecto de saponina y forrajes tales como Moringa oleifera, Gliricidia sepium,
Morus alba sobre la poblacion protozoaria, produccién de metano entérico realizada en

la fermentacién ruminal in vitro.

Objetivos especificos:

1. Determinar el efecto de la incorporacion de forrajes y saponinas sobre la poblacion

de protozoarios ruminales.

2. Diagnosticar la cantidad de metano entérico in vitro por materia seca incubada con la

incorporacion de diferentes dosis de saponinas.

Hipdtesis de trabajo:
La incorporacion de saponinas con diferentes especies forrajeras produce reduccién de
poblacion protozoaria y por consiguiente menos elaboracion de metano entérico en la

fermentacion ruminal in vitro.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Ganaderia en Ecuador

La ganaderia en Ecuador es realizada por varios sectores agricolas pecuarios, 1o que
influye en la contaminacion del medio ambiente con respecto al cambio climético,
presencia de gases de efecto invernadero, afectando la estabilidad segura de la poblacion
(Villeras y Montenegro, 2018).

En la cordillera de los andes se encuentra la explotacion de ganaderia bovina lechera y
carnica ejecutada de forma intensiva y semiintensiva, la obtencién de carne de res, se
desarrolla contantemente en sistemas intensivos en zonas tropicales o sub-tropicales
(Costa, Sierra y Oriente), para disminuir la perdida de energia en el ganado vacuno, en
las regiones ecuatorianas existe mayor produccién de ganado bovino (Castillo, 2015).

Centralmente los productos principales alcanzados por los rebafios ganaderos son: carne
de res, obtencion de leche junto con su procedente en mercancias lacteas, queso o yogures.
Para la clasificacion geografica de productores de ganado vacuno dentro del Ecuador se
inicia con la region andina o sierra con 74% significando la mayor productora,
posteriormente con 14% representa la region costa y finalmente en un rango de 18% a
8% en la region Amazénica (FAO, 2018).

En los afios 2000 al 2013 se conocid que existian 5 millones de bovinos en promedio,
conformadas de razas puras y mestizas utilizadas para produccion de carne, leche o doble
propdsito las cuales son: Holstein, Friessian, Brahman, Cebuina y razas criollas de la
zona, aungue en todo el pais, se reflejan diferentes razas de bovinos incluidas las razas
criollas (Castillo, 2015).

1.2. Nutricion y alimentacion de bovino

Alimentar a los animales es una tarea minuciosa, por las actividades que se toma en cuenta
para cumplir con las necesidades nutricionales del ganado, inclusive en las materias
primas, forrajes o pastos que crecen en fincas de produccién, siendo util la verificacion
del aporte nutricional para la aplicacion de destrezas que ayudaran a conservar dicha
materia seca, en tiempos de escasez 0 bajas precipitaciones ya que ocasionan un
desbalance en la dieta, por ello es importante aplicar otras alternativas como son:
balanceados, pancas de maiz, incluso realizar ensilajes, heno, entre otras, para evitar

pérdidas en la conversion alimenticia o pesos semanales (Gonzalez y Tapia, 2017).



Es importante evaluar la eficacia y eficiencia de los alimentos por estar relacionados con
la productividad y economia de la empresa ganadera, el 50% de la inversion total
pertenece a la alimentacion del ganado, por lo tanto, los alimentos deben encontrarse en

rangos aceptables de la calidad alimenticia (Gonzalez y Tapia, 2017).

La ganaderia en la actualidad no solo se enfoca en la importancia de reduccion de costos
0 mejor conversion alimenticia, si no en dietas que satisfagan al animal nutricionalmente

con bajas producciones de gases de efecto invernadero (Diaz, 2017).

Los rumiantes con las dietas ingeridas diariamente emiten del 17 al 37% de gas metano,
aunque el cientifico Johnson asegura que podria existir cambios en la reduccion de este
gas por el tipo de alimento que ingieren, sin embargo otros estudios muestran resultados
variantes en cuanto a la produccién de metano, mencionado que algunas materias primas
pueden disminuir los gases CHa, pero también podrian incrementarlas consecutivamente,
un ejemplo claro podria ser los granos de maiz, por generar lipidos estando secos o de
igual forma disminuyen las emisiones de metano por menor conversion alimenticia o

aumentar de peso en mayor kilogramos de carne (Pasinato et al., 2018).

La calidad de los alimentos con respecto a los pastos no siempre tendrd buenas
caracteristicas para nutricion del animal, por motivos que si un pastizal no presenta un
buen manejo durante todo el afio, implementando las especies vegetales de la zona y
fertilizacion o riego, no servira de nada tener pastos de buena calidad, por ello es
importante que los pastizales mantengan permanentemente un excelente manejo sin

quitar o aminorar la eficacia (Rua-Franco, 2017).

La energia, fibra y proteina que contienen los pastos, servird para satisfacer las
necesidades del bovino en cuanto al requerimiento nutricional que desea para su

desarrollo y crecimiento en cuanto a la produccion de carne o leche (Nieto et al., 2012).

A continuacion se definira la importancia de ciertos nutrientes para mejorar la capacidad
corporal del bovino he interaccion con el medio externo, con buen peso corporal; energia:
atil para mantener en buen estado fisico, fisioldégico y anatomico el cuerpo del animal,
también una gestacién adecuada en las vacas y buena produccidn, entre los alimentos que
aportan energia se encuentra el sorgo, maiz, cafia de azlcar, entre otros; proteina: forma
los tejidos con buenos musculos, interactian con anticuerpos para resistir las
enfermedades y estan presentes en la elaboracion de leche, entre los alimentos que se

puede encontrar proteinas son las leguminosas como la soya, frejol, girasol, canavalia;
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Fibra: ayuda al funcionamiento correcto de la digestibilidad ruminal, con el equilibrio de
los acidos evitard dafios digestivos, las fibras aportan grasa en la leche y se pueden
encontrar en silos de maiz, sorgo, pasturas, cafia de azucar o praderas con pastos de
calidad en especial leguminosas, que aportaran con energia al ganado, varias
producciones ganaderas lecheras no usa insumos extras para la obtencion de leche, pero

otras implementan balanceados en las dietas diarias del animal (Nieto et al., 2012).

1.3. Forraje Moringa oleifera

Segun Garcia (2016), la moringa (Moringa oleifera Lam.), concerniente a la familia
Moringaceae, es uno de los arbustos forrajeros mas reconocido a nivel mundial, por las
propiedades curativas y por la alta calidad de proteina que posee, lo cual es muy
importante para completar necesidades que requieren los rumiantes (Ramirez, 2016).

Los investigadores consideran el arbol méas asombroso creado por Dios, lo cual lo refleja
en sus caracteristicas asombrosas en toda la parte fisioldgica de la planta como son: tallo,

laraiz, lafruta, las flores y las hojas, ademas de las semillas por contener (Ramirez, 2016).

Otros continentes lo conoce vulgarmente como: arbol de esparrago, marango, arbol de
perlas, arbol de rabano picante, arbol de la vida, arbol de los milagros y moringa, una de
sus caracteristicas fisiologicas ayuda a los apices de crecimiento aumentar con facilidad
en corto tiempo, las condiciones edafoclimaticas que puede adaptarse son en: las regiones
tropicales, subtropicales y zonas semiaridas, otra caracteristica favorable es que puede
crecer en superficies con escasez hidrica, y se debe realizar un buen manejo agronémico

es su fertilizacion para mejorar y aumentar la produccién de su biomasa (Garcia, 2016).

Sus semillas generalmente se las utilizan en las industrias farmacéuticas por poseer
caracteristicas medicinales y nutrientes especiales en su interior, es buena para el

procesamiento de agua, como alimento y fertilizante (Martin et al., 2013).

1.3.1. Valor nutricional de Moringa oleifera
Segun Alvarez-Mena (2017), las hojas de la moringa tienen un porcentaje del 29% de
proteinas, este valor es el doble que la leche y es la misma cantidad que posee el huevo,

contiene otros nutrientes como es: calcio, hierro y grasa Gtil para la nutricion del animal.
Segun Pilay (2019), muestra que moringa oleifera contiene:

e Proteina cruda 13.92%

e Fibra detergente neutra de 49.55%



e Fibra detergente acida 33.66%
e Materia seca de 23.02%

1.4. Forraje Gliricidia sepium

Gliricidia sepium leguminosa forrajera, también conocido como mata raton, se originé en
el norte y sur de América, adaptable en diferentes suelos con pH de 5a 7.7 y puede crecer
desde 1600 metros sobre el nivel del mar, con temperaturas de 21 a 30°C, precipitaciones
desde 800 a 2303 mm, crece hasta 15 metros de altura con 40 mm de diametro , produce
en promedio 6201 kilogramos/hectérea/de forraje verde en tiempos de lluviay en escasez
de precipitaciones 800 kilogramo/hectarea/ de forraje verde, cada tres meses de cortes
aunque esto dependera de las condiciones edafoclimaticas del lugar donde esté sembrado
dicha especie (Hurtado et al., 2012).

Gliricidia sepium contiene moléculas de nitrogeno en “nitratos y nitritos”, pero los que
afectan a las proteinas de citocromo oxidasa son los &cidos cianhidrico provocando la
ausencia de oxigeno en los tejidos, ante esto los mas vulnerables que sufren problemas
de salud son los monogéstricos, mientras que los rumiantes son mas resistentes (Hurtado
etal., 2012).

Es recomendable que mata raton esté inicamente en las dietas de rumiantes por contener
alto porcentaje en proteina con 18 a 28%, distribuidos de la siguiente forma: hojas 14.1 a
25% vy tallos tiernos con 65% otorgando una digestibilidad del 65% usada por contener
altas cantidad de aminoacidos esenciales “menos los azufrados”, rica en nutrientes y con
baja en toxicidad, convirtiéndola Util para la alimentacién del ganado bovino (Cuervo-
Jiménez et al., 2013).

1.4.1. Valor nutricional de Gliricidia sepium
Es un forraje que contiene proteina bruta de 26.5% aprovechando hasta el cincuenta por

ciento de su capacidad nutricional (Ortiz-Gonzalez et al., 2014).
Gonzales (2019) platea que Gliricidia sepium contiene:

e Proteina cruda de 23%

e Cenizas de 8.92%

e Fibra detergente neutra de 45%
e Fibra detergente acida 27.65%
e Materia seca de 33%



1.5. Forraje Morus alba

Es un forraje util en la alimentacion del ganado, es originario de América y Australia,
actualmente China, India y Brasil posee gran cantidad de este forraje, ademas como existe
producciones de larvas de ceda la mayoria de paises cuenta con grandes hectareas de
Morus alba, en el continente Asiatico como: China, Japon y India en Europa estan:
Francia y Espafia; para un buen desarrollo y crecimiento necesita temperaturas de 26 a
30°C, temperaturas menores de 12°C las plantas entraran en senescencia, se adapta a
suelos livianos con poca arcilla y arena y pH neutros aunque podria crecer en pH de 5 a
8, su reproduccion es asexual con estacas de 25 cm de largo, contiene un alto porcentaje
de palatabilidad del ganado, ademas de ello una digestibilidad de 69 a 79% (Rodriguez,
2010).

1.5.1. Valor nutricional de Morus alba
Forraje dptico para la alimentacion del ganado, por poseer altos niveles de nutricion y

usos en balanceados (Saavedra-Montariez, 2018).
Segun Boschini (2001), muestra que contiene los siguientes nutrientes:

e Proteina cruda de 20%

e Cenizas de 13.44%

e Fibra detergente neutra de 33.9%
e Fibra detergente acida 35.03%

e Materia seca de 28.7%

1.6. Efecto de la ganaderia en el medio Ambiente

Las actividades pecuarias ganaderas y agricolas son las principales causantes de gases de
efecto invernadero como son: didxido de carbono, metano y 6xido nitroso estos gases
dafan el ecosistema y el medio ambiente con el deterioro de la capa de ozono de la

atmasfera terrestre, ocasionando cambios climaticos (Villeras y Montenegro, 2018).

En la actualidad se presentan dos gases de efecto invernadero de gran impacto que afecta
al entorno ambiental como es el metano y diéxido de carbono, conociendo que el CO>
predomina en grandes cantidades en el calentamiento global sin embargo con el
incremento de producciones ganaderas bovinas el metano se exhibe al exterior con la
contaminacion y destruccion del entorno, llegando a pensar que en un futuro el metano

puede ser el gas dominante de los gases de efecto invernaderos (Hristov et al., 2013).



Se exhiben datos donde sefiala que las cantidades de metano por el ganado bovino es
siete a ocho veces mayores que los otros animales domeésticos como: ovinos y caprinos

(Roman-Ponce y Hernandez-Medrano, 2016).

Los principales animales domésticos que ocasionan la produccion de metano CHg es el
ganado bovino, por los procesos de fermentacion que realiza en el rumen, produciendo
casi 2.2 millones de toneladas al afio, existen otros factores que promueven el aumento
de metano global como son: incandescencia de biomasa, excretas acumuladas,

actividades agricolas y pantanos naturales (Ungerfeld et al., 2018).

En la actualidad la poblacion ganadera de paises desarrollados, mejora y realiza diferentes
dietas alimenticias, con materia prima obteniendo como resultado el incremento

energético y disminucion de metano a nivel mundial (Mendoza Martinez y Velasco, 2016)

La biodiversidad de Ecuador es muy variante por los diferentes estados climaticos que
presentan las regiones y por la geografia existente, esto ayuda a la produccién de
productos agricolas pecuarios que aportan en la mejora de energia renovable, no obstante,
los cultivos de arroz, quema de sabanas y suelos agricolas también causan gas de efecto

invernadero (Haro-Reyes et al., 2018).

1.6.1. Gases de efecto invernadero

Los gases de efecto invernaderos provocan dafio al suelo, aire y océanos, entre los cuales
se presenta el 6xido nitroso, didxido de carbono, hexafluoruro de azufre y gas metano,
provocados por la agricultura, quema de combustible, empresas procesadoras de
alimentos y cosméticos, sin embargo el gas metano es producido por los rumiantes en el
proceso de fermentacion de los alimentos ingeridos, especialmente en el proceso de
digestion, pero para realizar este proceso el bovino pierde energia y aumenta la

produccion de metano y por ende los gases de efecto invernadero (ONU, 2019).

La elaboracién de metano inicia desde el tipo de alimento, cantidad de alimento
consumido por dia, cantidad de fibra, digestibilidad, contextura y volumen del alimento.
Las estrategias que se han desarrollado para atenuar las emisiones de metano entérico,
son dietas equilibradas y la administracion de materias primas las mismas que sirven e
para la evaluacion de digestibilidad, esta actividad es la mas usada en los investigadores
por motivos que es menos compleja y es simple de usar (Bonilla Cardenas y Lemus
Flores, 2012).



1.6.2. Gasto energético por produccion de gases de efecto invernadero

En Ecuador, las producciones grandes y pequefias de sistemas ganaderos de bovino se
realizan con la alimentacion de pastos y forrajes que contienen una baja calidad
nutricional, lo que conlleva a pérdidas de energia por gases de efecto invernadero como
son: CO, “dioxido de carbono” y CHs “metano” que representa a un promedio del 2 al
12% de desgaste energético por la elaboracion de metano y didxido de carbono, esto
ocurre porque los forrajes o pastos contienen alto contenido en lignina y fibra (Vélez-

Terranova et al., 2014).

1.7. Fermentacion

Es la accion metabolica que realizan los microorganismos en la digestion glandular;
existen diferencias digestivas entre animales mono gastricos como porcino, herbivoros y
poligastricos “rumiantes”, para la absorcion de nutrientes que ocurre normalmente en el
intestino delgado y estémago con la interaccion de enzimas creadas por el organismo de
los mamiferos llamada “digestion auto-enzimatica”, mientras que en los rumiantes se
realiza hidrolisis enzimatica, descomposicion de la materia orgdnica con bacterias,
protozoos de origen microbiano predominantes en la fermentacion denominada

“digestion aloenzimatica” (Lier y Regueiro, 2008).

Los rumiantes presentan una digestion anaerdbica lenta compleja, ocurriendo en dos sitios
diferentes del ciego-colon y reticulo-rumen elaborando la fermentacién pre gastrica,
donde se aprovechan los nutrientes a diferencia de la digestion glandular o post-gastrica
(Lier and Regueiro, 2008).

1.8. Composicién de los alimentos

Los alimentos contendran diferentes cantidades de agua y materia seca, esto depende del
tipo de suministro que ingiere el animal, la materia orgénica presenta nutrientes Gtiles
para el aprovechamiento en reproduccion, produccion de carne y leche. Los nutrientes
aprovechados son: lipidos, carbohidratos y proteinas los mismo que ayuda al desarrollo
musculatura, reserva de energia o grasa, manteniendo un buen funcionamiento
fisiologico, existen otros compuestos que no son asimilados por el animal, pero tiles
para la digestion (Stritzler and Rabotnikof, 2019).

1.9. Proceso de digestion en el reticulo-rumen
Los alimentos son moléculas grandes que ingiere el animal por medio de la boca, para la

obtencion de nutrientes debe pasar por diferentes procesos para convertirse en moléculas



simples y llegar a la digestion gastrointestinal “glandular”; los alimentos son masticados,
sin embargo, aun no satisface los requerimientos para la absorcion de nutrientes por ello
debe de pasar del reticulo al rumen que esta formado por epitelio escamoso y ocupa el

79.99% del estomago del rumiante (Ramirez-Malavé y Chavez-Garcia, 2019).

Los bovinos o animales rumiantes utilizan la rumia para la descomposicion de los
suministros, inician ingiriendo pasto o materia seca, utilizando la lengua, dientes para
llevarla al rumen, cuando esta lleno se prepara para la re-masticacion que dura de 60 a 70
segundos en la desintegracion de cada porcion hasta llega al omaso y abomaso; comen
durante 4 a 8 horas al dia por motivo que los suministros son bajos en valor nutricional

que provee poca energia (Lier y Regueiro, 2008).

Los productos que se obtienen al final de la actividad realizada en el reticulo-rumen son:
gas “metano”, nutrientes, proteina microbiana y estiércol; empieza cuando los alimentos
ingeridos por la boca con: agua, saliva y materia organica pasan a ser re-masticado
consecutivamente hasta convertirse en particulas pequefias, interactuando enzimas,
microorganismos “protozoos, hongos y bacterias” micro bidticos adaptados a pH neutros
en el liquido ruminal, para la fermentacion de la materia organica con constantes
movimientos llegando al omaso y abomaso, en este proceso los gases expulsado por la
boca llegan hasta 600 litros por dia y los nutrientes 0 minerales se absorbe por la sangre
(Garcia Carrasco, 2016).

1.10. Poblaciéon microbiana ruminal

Existen tres grupos que denominan la poblacion ruminal y son: baterias, hongos y
protozoos, cada uno se encuentran distribuidos en diferentes areas del rumen anexadas a
la pared, flotando en el liquido ruminal y unidos a particulas de los alimentos; constan
diferentes clases de bacterias que interactian con la materia organica en la
descomposicion pueden ser “hidrofobos, hidréfilos” al momento de digerir sustratos
como: celulosa, almidon, fibra, lactato, azlcares, pectinas, grasas, producen metanos en

la fermentacion de azUcares simples y lactato (Garcia Carrasco, 2016).

Se encuentra 10%° -10% células por milimetro de liquido ruminal, son pequefias y mas
abundantes que los protozoos, no obstante se encuentra 10°-10° células protozoarias por
milimetro de liquido ruminal, pesando el 2 por ciento del contenido, aportando con el

61% de los productos de la fermentacién (Rotger, 2004), se encuentran pocas especies
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filiadas y mas ciliadas, junto con los hongos se conoce que no son importantes para la

sobrevivencia de los rumiantes (Lier and Regueiro, 2008).

1.11. Fermentacion ruminal entérica

Es el proceso que realizan todos los animales herbivoros en la digestion, con ayuda de
microorganismo presentes en el sistema digestivo, los carbohidratos consumidos por
animal seran transformados en particulas menos complejas o mas pequefias con ayuda de
los microorganismos presentes en el estdbmago, mediante este proceso inicia la
elaboracion de metano, pero la cantidad esta en dependencia del tipo de alimento, edad
del animal, cantidad de fibra del pasto, peso del animal, propésito de crianza del animal
“carne o leche” y la cantidad o calidad que se coloca en la alimentacion (Zufiga Gonzélez,
2016).

La fermentacion ayuda en la absorcion de nutrientes los que serd adquiridos en el
crecimiento y desarrollo del animal, gracias a los microorganismos que descomponen los
alimentos, en el rumen existen diferentes organismos que trabajan en simbiosis, también
en antagonismo dando como resultado una ecologia grande, los microorganismos
aumentan o se movilizan por el tipo de alimento que ingieren los animales para la
transformacion de moléculas grandes a pequefias, como son las bacterias o protozoos
metanogénicos, estos microorganismos fabrican metano entérico mediante la
fermentacion, aunque las bacterias tienen poco espacio en la poblacién ruminal son

importantes para disminuir el nitrégeno del rumen (Finster y Berra, 2011).

1.11.1. PH Ruminal

Es un factor importante en alimentacion porque se visualiza fisica y quimicamente en la
absorcion nutricional y es fundamentalmente empleada en la digestion ruminal (Poma-
Chavez, 2018).

El pH cambia dependiendo el tipo de alimento que consumira el animal, ubicandose en
un rango de 5.2 a 7.7 (Campos-Montiel et al., 2018), cuando los rumiantes son
alimentados con concentrado el pH disminuira a diferencia con la alimentacién de
forrajes, la fermentacion sera mas rapida con la dieta de balanceado, ya que el poder
tampon disminuye con el consumo de forraje, cuando el animal es alimentado con altas
cantidades de carbohidratos los &cidos lacticos aumentan y por ende el pH disminuye
(Cardona-Iglesias et al., 2017).
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1.11.2. Elaboracion de metano entérico

Cuando los alimentos son ingeridos por el bovino, inicia la fermentacion ruminal
provocando la presencia de metano, lo que hara que el animal pierda energia por estar en
constante actividad en la elaboracion de este gas(Macias-Mufioz, 2019), también ocurrira
cambios en el ambiente por la cantidad de metano emitido al aire o también Illamado gas
de efecto invernadero lo que provocara dafios al ecosistema o medio ambiente con el
desbalance de temperatura climaticas o lluvias acidas (Bonilla Cardenas y Lemus Flores,
2012).

Los procesos de fermentacion pueden ser anaerdbica y se da en el rumen de los bovinos,
donde se encuentra una gran poblacion microbiana trabajando para la descomposicién de
la dieta alimenticia y para la asimilacion de nutrientes del huésped, por ello es importante
mantener bloques nutricionales de diferentes materias primas para evitar altas cantidades
de metano (Bonilla-Sandi et al., 2020).

1.11.3. Produccion de microorganismos metanogénicos

En la elaboracion de metano, los diferentes organismos vivos que se encuentran en el
sistema digestivo llamados microorganismo entérico 0 metanogénicos, necesitan estar en
la fermentacion ruminal donde se realiza la elaboracion de gas metano; iniciaran tomando
diéxido de carbono en la respiracion anaerdbica y con el uso de Hz como aceptor de

electrones terminales, se formara CHs “metano” (Reyes-Aguilera, 2017).

Otros factores que ayuda a la formacion de metano son: azufre, 6xido nitroso y oxido de
azufre que se uniran en condiciones anaerobicas, sin presencia de luz mejorando la
velocidad en la descomposicion de materia organica, llegando al inicio de biogénesis de
metano, con los organismos del reino Archaea que se subdivide en diferentes micro-

organismos procariotas (Bonilla Cardenas and Lemus Flores, 2012).

Los principales compuestos en la fermentacion son: didxido de carbono y di- hidrogeno
lo que hara que el pH del rumen sea adecuado para la fermentacion de los nutrientes y

que los microorganismos actlen (Carmona et al., 2005).

1.11.4. Poblacién de protozoos
Los protozoarios son microorganismos unicelulares (eucariotas), correspondientes al
reino Protista, que tienen cilios como medio de locomocién, el tamafio va a variar en

ancho de 10 — 200 um y largo 15 — 25 um, lo que muestra que serdn mas grande que las
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baterias “tamafio de bacterias de 1-10 um”, sin embargo cuando las particulas de alimento
pasan al abomaso la poblacidn de protozoos sera menor que las bacterias ya que estas se

incrustaran en las particulas por el tamafio que tienen (Romero Huelva, 2012).

Los protozoos en el nitrdgeno microbiano ruminal representan 4.9y 12.7%, en el duodeno
5.9y 11.9%, ayudan a las proteinas con el 20%, sus reproducciones sera lenta o rapida en
dependencia de los cambios de dietas que tendra el animal, los protozoos mas comunes

son Holotricos y Entodiniomorfos (Castillo-Lopez y Dominguez, 2019).

Los Holotricos son importantes al momento de regular las concentraciones de azUlcar,
tomadas de dietas que contenian azUcares faciles de digerir, evitando la transformacion
de acidosis, inicia tomando la sacarosa soluble y la ubica en los polisacéridos de reserva
(Galindo et al., 2017).

Los protozoos forman parte compleja del habitat microbiano del rumen, ayuda en la
fermentacion de materia organica o alimentos ingeridos por el bovino, pero adn existen
criterios sobre la actividad que realiza con respecto a la absorcién de nutrientes o mejoria
de la digestion, no obstante las investigaciones realizadas en la verificacion de la actividad
protozoaria sefiala que estos microorganismos mejoran la digestibilidad en el rumen y
otros muestran que no ocurren cambios significativos con presencia o ausencia de los

protozoos(Veloz-Vargas y Barros-Rodriguez, 2020).

Delante de todas estas controversias mencionadas se puede mostrar en la (Tabla 1) que
los protozoos cumplen una funcién en la fermentacidn, con la nivelacion de los nutriente
y ayuda en la fermentacion estable, no existiendo irregularidad en la fermentacién con las
diferentes rangos alimenticios, horarios alimenticios o detenciones de las dietas que

pueden provocar desniveles del pH del rumen (Orskov, 1982).

Tabla 1. Principales protozoos en el rumen con sustratos de preferencias “continua”

Sustratos fermentados
Familia Subclase Género Almido | azucares | celulosa | hemicelulosa
n
Isotrichidae Holotrica Isotricha X X
Dasytricha X X
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Tabla 1. Continuacion

Familia Subclase Género Almidd | azlcares | celulosa | hemicelulosa
n
Diplodinium X X X
Ophyoscolecidae Entodiniomorfa Entodinium X X X
Epidinium X X X
Ophryyoscolex X X X

Hungate, (1966)

1.12. Produccién de gas

Los gases emitidos por las empresas ganaderas son: dioxido de carbono, éxido nitroso y
metano (Ocampo et al., 2011), principalmente por las diferentes dietas empleadas en los
ovinos emiten 50 litros de metano por dia, ocasionando la muerte o ausencia de la flora 'y
fauna, el metano también es expulsado por las excretas, eructo y el aire que es espirado
por el animal; todo el proceso ocurre en la digestibilidad del animal con la utilizacion de

energia (Bonilla Cardenas y Lemus Flores, 2012).

Se perderd energia por la fermentacion que producird metano o gases de efecto
invernadero, otras causas que se presentan al exterior del ambiente con respecto a la
produccion de metano es la calidad del alimento, componentes de fibra del pasto, tiempo
de digestibilidad, tipo de animal, tamafo del animal, procesos realizado antes de que el

animal sea alimentado, cantidad de la dieta ingerida al dia (Barros-Rodriguez et al., 2017).

Los factores mencionados anteriormente alcanzan un total de 50 al 60% en la elaboracion
de metano, donde el 37% corresponde a la fermentacion entérica y el 23% en la

descomposicion de excretas expulsadas por el animal (Dolores-Carro et al., 2019).

Estas cantidades preocupan debido al calentamiento global por las emisiones de metano,
ya que es 21 veces mas que el didxido de carbono en la atraccion de la radiacion solar y
contiene un promedio de vida hacia la atmédsfera de 10 a 20 afios, el diéxido de carbono
de 50 a 200 afos y el éxido nitroso de 100 a 150 afos (Bonilla-Sandi et al., 2020).

Analizando las posibilidades en la disminucion metano con el poco tiempo que se emplea

para este proceso, inicia en la absorcién de carbono que se produce en la fermentacion
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aerdbica de los rumiantes en el proceso de la fotosintesis en el momento la conversion de
didxido de carbono a oxigeno eliminando las cantidades de carbono, como también la

expulsion de metano entérico por medio de la transformacion de CO; (FAO, 2013).

Por ello se toma en cuenta los factores alimenticios como son: tipo y volumen del
alimento que seran digeridos en el omaso, permitiendo el traslado de particulas pequefias,
estado del rumen en la fermentacion, cantidad de fibra o digestibilidad del alimento (Haro
et al., 2018).

Sin embargo, las cantidades de metano que expulsa el animal estan estrechamente
relacionadas con la cantidad de energia que gasta el animal “peso metabdlico” ((Herranz
Ramirez, 2018).

Por tal razon se investiga alternativas en la disminucion de metano entérico, como es
implementacion de alimentos de calidad en las dietas del bovino, reduccion de particulas
de forraje para la disminucion de horas de rumia y forrajes con alta digestibilidad, esto es
Ilamado, buen manejo técnico en la dieta del animal (Bonilla Cardenas y Lemus Flores,
2012).

Lo que causard una fermentacion entérica con bajas poblaciones de protozoarios,
microorganismos metandgenos disminuiran significativamente y los iones de hidrégeno
seran desviados para que las poblaciones metano génicas no se unan a la fermentacion,
las investigaciones aseguran que por cada 1000 gramos de forraje seco se obtendra 21
gramos de metano entérico expulsado a la atmosfera, concluyendo que la alimentacion
esta relacionada con la cantidad de metano elaborada en la fermentacion (Bonilla

Cardenas y Lemus Flores, 2012).

1.13. Simulacién de obtencion de gas in vitro

Existen diferentes formas para evaluar los gases elaborados en la fermentacion del
rumiante como es la de incubar la materia seca con liquido ruminal con temperaturas de
39 grados centigrados por cuarenta y ocho horas, posteriormente se coloca pepsina con
solucion acida para asemejarse a la digestion gastrica, se tendra como resultado imitar la
degradacion de los forrajes efectuada en el rumen este método es creado por Tilley y
Terry en el afio 1963 perfeccionada en el afio 1991 por Theodorou, otra técnica usada es
la de Menke en el afio 1979 donde los alimentos son incubados con temperaturas de 39

grados centigrados, tomando los datos en diferentes tiempos de incubacion; las materias
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que provocaran el aumento en el ritmo de produccién de gases son los mas degradables,
entonces estas herramientas in vitro son muy Utiles y economicas para determinar la
digestion de los alimentos y degradabilidad ruminal, aunque se necesita de la evaluacion

in-vivo para demostrar los resultados obtenidos en los analisis (Dolores-Carro, 2019).

1.14. Estrategias para disminuir metano

Las contaminaciones aumentan, por los gases de efecto invernadero debido que las
granjas de grandes empresas pecuarias y pequefias 0 medianos productores de bovinos
aumenta por la demanda de alimentos, por tal motivo se esta realizando investigaciones
para obtener estrategias que no generen altos costos y que sean accesibles para todos los
trabajadores ganaderos; los cuales seria la mejora genética de razas criollas con otra
especie mejorada, mejor manejo en la nutricién, buen manejo sanitario ““ inyecciones 0

vacunas controladoras de enfermedades de la zona” (FAO, 2013).

Otras actividades que se pueden emplear es la incorporacion de taninos, saponinas o
moléculas solubles en lipidos, manteniendo al animal saludable y sin dafios fisiologicos

ya que contribuira en la reduccion de gases de efecto invernadero (FAO, 2013).

1.14.1. Manejo de nutricion

Las diferentes dietas que se elaboran en la alimentacion del ganado pueden ser de baja
calidad alimenticia lo que provoca el aumento de metano “CH4”, ocasionado desgaste
energético los rumiantes con 2 al 12% provocando dafios al animal y medio ambiente

(Bonilla Cardenas y Lemus Flores, 2012).

Las estadisticas muestran que un rumiante expulsa de 300 a 600 litros de metano al afio,
elaborados por los organismos metanogénicos, donde 80°000.000 toneladas al afio de
metano se elaboraran considerando el ganado bovino adulto, lo que define que este gas
es el principal fendmeno con un 18%, que afecta el medio ambiente y la atmosfera,
conocidos como gas de efecto invernadero; la expulsiones de este gas se dan por eructos
que estara en dependencia de las horas que el animal estara realizando la rumia o por el
recto, por ello se conoce que los alimentos o la cantidad que es impartida al animal esta

relacionada con la cantidad de metano entérico (Sosa et al., 2007).

1.14.2. Calidad de alimentos
En los alimentos que recibira el animal diariamente, se considera la digestibilidad del

forraje, por motivos que si un pasto o forraje es sumamente digerible las cantidades de
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metano bajaran, dando como resultado menos gases de efecto invernadero, por motivo
que el metano disminuye si el rumiante es alimentado con forrajes de calidad y con buenas

digestibilidades con respecto a la unidad animal (Alfaro y Mufioz, 2012).

La alimentacion es un factor que interactia con la emision de metano por ello se
recomienda manejar una dieta balanceada, ejemplo si el ensilaje de maiz sustituye, a los
ensilajes de pastos esta actuara en la disminucion de CHa, otro ejemplo en la alimentacién
es la incorporacion de leguminosas, por ser menos fibrosas y ayudando en la fijacion de

nitrogeno natural lo que beneficiara al medio ambiente (Hristov et al., 2013).

Las leguminosas en los lotes de crianza como: alfalfa, frijol, soya, canavalia, entre otros,
ayudard en la mejoria de las poblaciones de forrajes de poaceae en climas calidos o
templados, los mismos que servirdn en la alimentacion del ganado, sin embargo, se
disefiard controles agricolas para comparar N2O con los fertilizantes nitrogenado,

presentes en las empresas dedicadas a ventas de agroquimicos (Hristov et al., 2013).

Los ensilajes aplicados a la dieta del vacuno deberan ser eficientes, para mantener el
forraje verde con buen estado nutricional, para poder disminuir los gases de efecto

invernadero (Ungerfeld et al., 2018).

1.14.3. Incorporacion de saponinas

Los glucosidos estan compuestos por glicidos, que generalmente se encuentran en los
vegetales o animales, para la proteccién de algun patégeno o para la reserva de energia,
entre los glucésidos encontramos las saponinas contiene un alto peso molecular,
interactuando con el colesterol de la membrana de los protozoos, dando como resultado
la lisis celular (Guo et al., 2008).

Investigaciones realizadas muestran que la presencia de saponinas producira un alto
potencial en el flujo de proteinas presentes en el rumen, con la union de dietas utilizadas
en el ganado, mejorando asi las funciones nutritiva y menos gases in vitro, no obstante
este proceso ocurrird en dependencia de la dosis, naturaleza o la accion, para realizar los
cambios o efectos en la fermentacion entérica en contra de los fragmentos anti-

microbianos (Barros-Rodriguez et al., 2014).

La reduccidn de metano se debe especialmente con la presencia de saponinas, por los

efectos que causa a los protozoos “productores de hidrégeno y bacterias, causando lisis
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celular, produciendo menos fermentacion en el rumen, por la escasez de hidrégeno en la

elaboracion de metanogénesis (Abreu et al., 2003).

Al existir menos microorganismos productores de metano en el rumen, la energia que no
sera gastada en la metanogénesis, serd aprovechada en el animal, para realizar otros

procesos productivos (Martinez Loperena et al., 2011 y Barros-Rodriguez et al., 2014).

Existen otros complejos metabdlicos que ayudan en mejorar la fermentacion ruminal,
como es el tanino, que permite el traslado de proteinas en el tracto gastrointestinal junto
con las saponinas y forma mejor rendimiento en las producciones ganaderas (Rojas-

Lopez y Valencia-Trujillo, 2019).
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacion del ensayo

La siguiente investigacion se desarroll6 en la provincia de Tungurahua, canton Cevallos,
con temperaturas promedio de 13.2°C y precipitaciones 50 mm/afio en la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato en el laboratorio de
ruminologia (Figura 1), ubicada a 20 Km al sur de Ambato con una altitud de 2850
m.s.n.m. cuyas coordenadas geograficas son: 01° 22" 0.2 de latitud Sur y 78° 36 22" de
longitud Oeste.

Perimetro @

1.09143m ~

Area

Univgeeda T q 61.41173m2
Téc y 4 x
Ambato.

4.(-Iarmvp,us“.

N

Figura 1. Ubicacion del ensayo

2.2. Materiales y Equipos

2.2.1. Materiales biologicos
El anlisis en la produccion de gas metano entérico se utilizaron seis toros fistulados con

peso de 413 + 34 kg, para la obtencién del liquido ruminal.

2.2.2. Materiales de laboratorio
e Balanza de peso electronica digital de precision
e Cuchara espatula inoxidable
e Frascos ambar de inyeccion de 100 ml

e Tamiz1lmm
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2.2.3. Materiales o reactivos para elaboracion de saliva artificial
NaHCOs, NH:HCO:s, (Solucion buffer)
NazPOs, KoHPO4, MgSO4 (Solucion macro- minerales)

Estufa
Jeringa de 40 ml

Monitor portatil multigas: GX-6000

Transductor de presion DELTA OHM modelo DO 9704 (Delta OHM, Padova,

Italia)
Phmetro de sobremesa
Céamara de neubauer

Micropipeta

Tips o puntas de pipeta

Cubre y porta objetos
Microscopio optico
Micro tubo

Agua destilada

Solucién reductora, micro- minerales, indicador

2.2.4. Materiales vegetales

Moringa oleifera
Gliricidia sepium
Morus alba

Saponinas

2.2.5. Materiales de campo

Cuaderno

Fundas transparentes
Baldes

Sogas

Esferos

Guantes quirdrgicos
Overol

Botas
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2.3. Disefio experimental y tratamientos

2.3.1. Tratamientos

Se realizo la investigacion con nueve tratamientos y seis repeticiones, caracterizada por
tres clases de materia seca como es: Moringa oleifera, Morus alba y Gliricidia sepium,
desdoblada con la incorporacién de dosis de saponinas al 2 y 4%, con un testigo, para
evaluar la cantidad de metano y la poblacién de protozoos presentes en la fermentacion
ruminal in vitro después de 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 y 96 horas, posteriormente a la

incubacion de materia seca.

Tabla 2. Tratamientos de la investigacion

N° Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Materia seca MG MG MG GS GS GS MR MR MR

Dosis
saponina%/mg 0 2 4 0 2 4 0 2 4
MS

MG: Moringa  GS: Gliricidia MR: Morera

Tabla 3. Grados libertad del experimento

Fuente de variacion Formula Grados libertad (gl)
Tratamiento (t-1) 8
Repeticiones (r-1) 5

Error (t-1)- (r-1) 3
Total (t-1)+ (r-1)+ (t-1)- (r-1) 16

2.3.2. Disefio experimental

Se empled un disefio completamente al azar (DCA) en condiciones controladas, in vitro
utilizando la técnica de (Theodorou et al., 1994) y realizado por (Galindo et al., 2011),
con 9 tratamientos y 6 repeticiones para toda la investigacion tenido un total de 54
unidades experimentales para la evaluacion metano y 54 unidades experimentales para
el estudio de poblacion de protozoos dando como resultado un total de 108 unidades

experimentales.
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2.3.3. Manejo del experimento

Preparacion para la evaluacion de metano.- Se utilizaron 54 botellas de 100
mL, para incubar las muestras de forrajes de 0.500 a 0.515 mg de materia seca
como: moringa, morera y gliricidia, anexando las dosis de saponina al 0, 2(1
mg/mg MS) y 4%(2 mg/mg MS), se uniran con liquido ruminal; y posteriormente
colocadas en estufa a temperaturas de 40°C por 30 minutos, para después ser
sometidas a bafio maria y determinar el volumen, presion y cantidad emitida de
CHs “metano entérico” transcurridas las horas de incubacion de la evaluacion,
segun (Posada et al., 2006) indica que este procedimiento se realiza para la
simulacion de rumen de la fermentacion.

Preparacion para contabilizacion de protozoos y medicion de pH ruminal. -
Se prepararon 54 botellas de 100 mL con forrajes de estudio moringa, morera y
gliricidia en polvo en rangos de 0.500-0.515 mg, con las respectivas dosis de
saponinas de 0, 2(1 mg) y 4%(2 mg) /mg MS, incluido el liquido ruminal, las
mismas que fueron selladas.

Obtencion de liquido ruminal. - Se utilizo 6 toros fistulados en ayuna para la
extraccion del liquido ruminal, ubicado en el saco dorsal del rumen (Chéavez-
Garcia et al., 2018).

las recolecciones se realizaron en la mafiana 7:30 am, inicialmente se retiraron las
canulas para introducir las manos y aislar el liquido ruminal en distintas fundas
plasticas transparentes de los 6 bovinos, las muestras fueron conservadas
herméticamente hasta ser llevadas al laboratorio y posteriormente filtradas con
tamices de didmetro de 1 mm, al culminar se coloc6 18 mL del liquido ruminal en
el experimento (Canul-Solis et al., 2019).

Obtencidn de saliva artificial.- Segin Apraez-Guerrero et al. (2016) muestra que
para la preparacion de saliva artificial se necesita diferentes soluciones como son:
solucién buffer formada por NaHCOs (Bicarbonato de sodio 42 g) y NH.HCO:
(Bicarbonato de amonio 4.8 gr); solucion de macro-minerales compuesta por:
Na3PO4 (Fosfato de sodio 11.34 g), Ko2HPO4 (Fosfato de potasio monobasico 7.44)
y MgSO: (Sulfato de magnesio 0.72 g); fueron disueltas en 6 litros de agua
destilada con la incorporacion de micro-minerales y con solucion reductora
“cisteina” 1.5 g. Posteriormente se realizd bafio maria con aplicacion de didxido

de carbono por 5 horas, hasta obtener una coloracién rosa palo, consecutivamente
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se tomo 42 ml de saliva artificial por 0.500 miligramos de materia seca, en cada
unidad experimental “42 ml/0,500 mg MS.

e Medida de volumen, presion y cantidad emitida de CH4 (metano entérico). -
La evaluacion se realizd después de: 3, 6,9, 12, 24, 48, 72 y 96 horas de valoracion
préxima a la incubacion de materia seca. Con un transductor de presion DELTA
OHM modelo DO 9704 (Delta OHM, Padova, Italia) se tomaron los datos de
presion, colocando una jeringa de 40 ml dentro del frasco sin tocar la mezcla de
fermentacion, después se retird con cuidado para ser llevada al monitor portatil
multigas: modelo GX-6000, donde se visualizé la cantidad de metano y dioxido
de carbono, este procedimiento se empled en todos los tratamientos con las
respectivas horas de evaluacién y de acuerdo con (Apraez-Guerrero et al., 2016).

e Contabilizacion de protozoos y medicion de pH. - Se ejecutd en dos horarios
12 y 24 horas consecutivamente a la incubacion. Para medir el pH se utilizo el
phmetro de sobremesa, en la contabilizacion protozoaria se manejo la camara de
neubauer, iniciando con la extraccion de muestra incubadas, para el andlisis con
la pipeta regulada a un 1 ml que fueron colocadas en micro-tubos; para la
conservacion de los protozoarios se aplicé una gota de formol y azul metileno al
0.03% en la muestra para luego llevarlo al microscopio éptico (x10) con la cdmara
de neubauer, acorde a la metodologia de (Ogimoto y Imai, 1981) y realizado por
(Manotoa-Chicaiza, 2016).

2.3.4. Variables evaluativas

Las variables a evaluar fueron las siguientes.

2.3.4.1. Variable independiente: Horas de incubacion de la materia seca
Las muestras de forraje moringa, morera y gliricidia fueron incubadas y posteriormente
evaluadas de la siguiente forma: 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 y 96 horas, para verificar la cantidad

de metano emitido y la poblacion protozoaria.

2.3.4.2. Variable dependiente: Produccion de gas metano, poblacion de protozoos en
la cinética de fermentacion.

La fermentacion permite determinar la degradacion de la materia seca ingerida por los
animales, segun Posada et al. (2006) ensefia que la presién y el volumen obtenido de los
datos experimentales, estan relacionados para visualizar ecuaciones por medio de la R?,

que serviran en el ajuste del volumen de gas metano.
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2.3.5. Andlisis estadistico
Las variables seran analizadas en el programa GraphPad prisma 7, con la comparacion de

medias, mediante la prueba de Tukey.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Cinética de fermentacion de materia seca in vitro de Moringa oleifera

En la tabla 4 se reflejan datos de mililitros de metano, por cada miligramo de materia seca
incubada de los tratamientos, uno, dos y tres obtenidos en la fermentacién ruminal del
forraje Moringa oleifera, con las respectivas dosis de saponinas al 2(1 mg/mg MS) y
4%(2 mg/mg MS), con diferentes horas de fermentacion.

Tabla 4. Cinética de fermentacion ruminal in vitro de los tratamientos 1, 2 y 3 de la materia seca
“moringa” con diferentes dosis de saponina al 0, 2 y 4%.

ml de gas metano/ mg Ms incubada

T (h) Materia seca
T1 Moringa T2 Moringa T3 Moringa p-valor CV%
0 2% 4%

3 25.36 29.68 38.29 <0.05 12.58
6 42.28 50.09 59.06 <0.05 13.75
9 57.30 65.33 77.83 <0.05 13.49
12 71.10 77.54 92.52 <0.05 13.39
24 98.95 102.41 114.45 >0.05 14.31
48 123.12 127.80 133.43 >0.05 16.95
72 130.22 157.76 142.58 <0.05 10.94
96 145.96 170.39 149.29 <0.05 10.28

T (h): Tiempo de Incubacién en horas; T1 Moringa 0: materia seca sin presencia de saponinas; T2 Moringa 2%: materia seca
con 1mg de saponina; T3 Moringa 4%: materia seca con 2mg de saponina; p-valor: letras iguales no difieren estadisticamente
(p>0.05).

La cinética de fermentacion en la materia seca moringa, en las horas de incubacién 3, 6,
9y 12, con respecto a las dosis de saponinas fueron significativa al (p<0.05), mientras
que en la hora 24 y 48 no difieren estadisticamente en (p>0.05) y posteriormente en las
horas 72 y 96 existe diferencia significativa respecto a (p<0.05), lo que muestra que no
se encontrd efectos significativos con la aplicacion de saponinas al 2 y 4%, puesto que
los resultados exponen altas cantidades de gas metano en los tratamientos 2 y 3, sin
embargo al inicio de la incubacion de la materia seca, la produccion de metano estuvo en
rangos de 25 — 38 ml de gas/mg de MS incubada y finalizando con 140 a 149.38 ml de
gas/mg de MS, mostrando que no hubo significancia en las horas de fermentacion con

respecto a las dosis de saponinas y horas de fermentacion de la materia seca incubada.
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Figura 2. Cinética de fermentacion ruminal in vitro de los tratamientos 1, 2 y 3 de la materia seca
“moringa” con diferentes dosis de saponina al 0, 2y 4%

La figura dos muestra la interaccion del pasto Moringa oleifera con la cantidad de metano
emitido en las horas incubacion de la materia seca los cuales son: 3, 6, 9, 12, 24,48, 72 y
96, con las diferentes dosis de saponina al 2 y 4% por cada miligramo de forraje, los tres
tratamientos 1, 2 y 3 no muestran significancia en los miligramos de metano, pero si se
demuestra la cinética de la fermentacion por la interaccion de los organismos

metanogeénicos.

Segln Barros-Rodriguez et al. (2014) ensefia que se mostrara cambios significativos en
la produccion de gas metano, con dosis adecuadas de saponinas en las dietas utilizadas
para el ganado, provocando mejoras en el flujo de proteinas del rumen, por tal motivos
no se visualizaron cambios en la disminucion de metano entérico ya que las cantidades
de saponinas no eran las adecuadas con el forraje Moringa oleifera, trabajos realizados
por Doreau et al. (2011) y Carmona et al. (2005) con el fruto de Sapindus o saponina
aseguraron la reduccién de metano entérico. Sin embargo, Abreu et al. (2003) mostro que
con la utilizacion del 1.2% de saponina, no reflejaron datos significativos con respecto a
la reduccion de gas metano, Guo et al. (2008), asegura que las saponinas son metabolitos
que interactGan con los microorganismos metandgenos ocasionado la lisis celular, pero
con las concentraciones adecuadas se pueden visualizar datos positivos en cuanto a la

reduccién de metano entérico.
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3.2. Cinética de fermentacién de materia seca in vitro de Gliricidia sepium

En la tabla 5 se reflejan los datos de mililitros de metano, por cada miligramo de materia
seca incubada de los tratamientos, cuatro, cinco y seis obtenidos en la fermentacion
ruminal del forraje Gliricidia sepium, con las respectivas dosis de saponinas al 2(1 mg/mg
MS) y 4%(2 mg/mg MS), con diferentes horas de fermentacion.

Tabla 5. Cinética de fermentacion ruminal in vitro de los tratamientos 4, 5 y 6 de la materia seca
“gliricidia” con diferentes dosis de saponina al 0, 2 y 4%.

ml de gas metano/ Ms incubada
T (h) Materia seca

T4 Gliricidia T5 Gliricidia T6 Gliricidia p-valor CV%
3 28.38 36.39 24.08 >0.05 12.91
6 41.13 49.37 46.14 >0.05 14.38
9 58.77 69.39 66.35 >0.05 13.73
12 69.42 80.13 75.60 >0.05 15.55
24 96.09 106.94 101.72 >0.05 13.52
48 120.66 133.88 123.78 >0.05 13.56
72 136.57 151.22 138.96 >0.05 15.43
96 156.96 156.54 140.37 >0.05 8.96

T (h): Tiempo de Incubacién en horas; T4 Gliricidia 0: materia seca sin presencia de saponinas; T5 Gliricidia 2%:
materia seca con 1mg de saponina; T6 Gliricidia 4%: materia seca con 2mg de saponina; p-valor: letras iguales no

difieren estadisticamente (p>0.05).

En la tabla 5 la cinética de fermentacion con la materia seca gliricidia, en las horas de
incubacion 3,6, 9, 12, 24, 48, 72 y 96 no muestra significancia (p>0.05) con respecto a
las dosis de saponinas, aunque se visualiza menor cantidad de metano en el tratamiento
6, después de tres horas de incubacidn de la materia seca fue 24.08 ml gas/mg MS, siendo
diferente al tratamiento 4 y 5 con volumen de 41.13 a 46.14 ml gas/mg MS; no obstante
las proximas horas de incubacion, los tratamiento 4 y 5 presentaron menor cantidad de
gas metano a diferencia del tratamiento seis, pero finalmente en la hora 96 de la
fermentacion ruminal, el tratamiento 6 “gliricidia al 4% de saponinas” mostré6 menos

produccion de gas metano, aunque los resultados no son significativos (p>0.05).
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Figura 3. Cinética de fermentacion ruminal in vitro de los tratamientos 4, 5y 6 de la
materia seca “gliricidia” con diferentes dosis de saponina al 0, 2 y 4%

La figura tres muestra la reaccion que tuvo el pasto Gliricidia sepium en las horas 3, 6, 9,
12, 24, 48, 72 y 96 de fermentacion in vitro con respecto a la cantidad de metano emitido
en la incubacion de la materia seca, se visualizd que a mayor tiempo de fermentacién en
horas, la cantidad de metano entérico aumenta consecutivamente con presencia o ausencia
de saponina al 2 y 4%, pero a la hora 96 existe un decrecimiento en tratamiento seis por
motivos que las saponinas actlan de manera positiva en disminuir las cantidades de

microorganismos metandgenos con la reduccion de gas metano que estara en el ambiente.

Segun Céardenas (2012), sefiala que el gas metano se forma en la fermentacién de los
alimentos ingeridos por los rumiantes, provocando perdida de energia en la fabricacion
de gas, que podria ser utilizada para aumentar la produccién de carne o leche, también
Bonilla y Flores, (2012) mencionan que habrd cambios negativos en el ambiente o
ecosistema por desequilibrios de temperatura a causa de las lluvias acidas ocasionadas
por los gases de efecto invernadero “metano”. La dosis de saponina empleada en el
tratamiento 6 no realizO cambios a gran escala, pero FAO, (2013) aconseja para la
reduccion de los gases de efecto invernadero se podria implementar saponinas en las

dietas del animal, sin afectar la salud o la fisiologia del rumiante.

28



3.3. Cinética de fermentacion de materia seca in vitro de Morus alba

En la tabla 6 se reflejan los datos de mililitros de metano, por cada miligramo de materia
seca incubada de los tratamientos: siete, ocho y nueve obtenidos en la fermentacion
ruminal del forraje Morus alba, con las respectivas dosis de saponinas al 2(1 mg/mg MS)

y 4%(2 mg/mg MS), con diferentes horas de fermentacion.

Tabla 6. Cinética de fermentacion ruminal in vitro de los tratamientos 7, 8 y 9 de la materia seca
“morera” con diferentes dosis de saponina al 0, 2 'y 4%.

ml de gas metano/ Ms incubada
T (h) Materia seca
T7 Morera T8 Morera T9 Morera p-valor | CV %
0 2% 4%

3 34.71 36.84 40.39 >0.05 13.8
6 49.45 51.51 56.48 >0.05 13.79
9 58.86 66.69 76.24 <0.05 15.13
12 74.19 74.37 93.78 <0.05 11.19
24 87.18 93.77 121.98 <0.05 14.15
48 119.04 115.89 163.81 <0.05 13.75
72 131.39 129.78 190.67 <0.05 14.12
96 134.92 139.92 200.86 <0.05 16.07

T (h): Tiempo de Incubacion en horas; T7 Morera 0: materia seca sin saponinas; T8 Morera 2%: materia seca con 1mg
de saponina; T9 Morera 4%: materia seca con 2mg de saponina; p-valor: letras iguales no difieren estadisticamente (p
>0.05).

La cinética de fermentacion con la materia seca de la morera, en las horas de incubacion
3y seis no mostraron significancia con respecto a (p >0.05) como lo muestra la tabla 6,
mientras en las horas 9, 12, 24, 48, 72, y 96 después de la incubacion de la materia seca
en la fermentacion ruminal in vitro, fueron significativas (p<0.05) con respecto a las
dosis de saponinas en el tratamiento 8 y 9, presentando mayor produccion de gas metano
a diferencia del tratamiento 7 sin saponinas en la fermentacion, sin embargo analizando
las medias detalladamente se visualiza en la hora 12 y 48 del tratamiento 8 con 2% de
saponina, menos produccion de metano pero estos resultados no mostraron significancia
al transcurrir las horas de incubacién al final del analisis, ya que el tratamiento 7 presentd

menos cantidad de metano sin la aplicacion de saponinas.
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Figura 4. Cinética de fermentacion ruminal in vitro de los tratamientos 7, 8 y 9 de la
materia seca “morera’” con diferentes dosis de saponina al 0, 2 'y 4%

En la figura cuatro se muestra la reaccion que tuvo el pasto Morus albaen 3, 6, 9, 12, 24,
48, 72 y 96 horas de fermentacion in vitro con respecto a la cantidad de metano emitido
en la incubacion de la materia seca con las dosis de saponina del 2 y 4%, donde interactla
la cinética de fermentacion con las horas transcurridas y el aumento consecutivo de gas
metano, por los microorganismos metanogénicos que trabajan en el rumen para la
fabricacién de metano, también se refleja los efectos que ocurrié con la incorporacion de

saponinas al 4% dando como resultado el aumento de CH4.

La FAO, (2013) asegura que existe menos cantidad de metano entérico, hacia la atmosfera
con el uso de saponinas por la interaccion que realiza con los microorganismos
metanogénicos con respecto a la reduccién de los mismos, Barros-Rodriguez et al. (2014),
demuestran que las dosis adecuadas de los metabolitos secundarios “saponinas” reduciran
las cantidades de gas de metano, pero se debera realizar las investigaciones adecuadas
con la dieta a implementar, segin Alfaro y Mufioz (2012), muestra que los alimentos
sumamente digestibles y pocos fibrosos implementados en la dieta diaria del animal
bajara las cantidades de gas metano, y también con la aplicaciones de forrajes de calidad,
la materia seca Morus alba no reacciond positivamente en la reducciéon de metano

entérico por que las cantidades de saponinas no fueron las adecuadas.
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3.4. Cinética de fermentacion de materia seca in vitro y poblacion de protozoos

En la tabla 7 se reflejan los datos de mililitros de metano, por cada miligramo de materia

seca incubada de los nueve tratamientos empleados en la investigacion, obtenidos de la

fermentacion ruminal de los forrajes; Moringa oleifera, Gliricidia sepium, Morus alba,

con las respectivas dosis de saponinas al 2(1 mg/mg MS) y 4%(2 mg/mg MS), en

diferentes horas de fermentacion, con la respectiva poblacion de protozoos después de 12

y 24 horas de fermentacion de las materias secas.

Tabla 7. Cinética de fermentacion ruminal in vitro “todos los tratamientos’ con dosis de saponina
al 2 y 4% y poblacion protozoaria

ml de gas metano/ mg Ms incubada

T Materia seca

(h) T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 p- cv
valor | %

3 | 25.36 | 29.68 | 38.29 | 28.38 | 36.39 | 24.08 | 34.71 | 36.84 | 40.39 | <0.05 | 13.2
2

6 | 42.28 | 50.09 | 59.06 | 41.13 | 49.37 | 46.14 | 49.45 | 51.51 | 56.48 | <0.05 | 13.9
5

9 | 57.30 | 65.33 | 77.83 | 58.77 | 69.39 | 66.35 | 58.86 | 66.69 | 76.24 | <0.05 | 14.1

12 | 71.10 | 77.54 | 9252 | 69.42 | 80.13 | 75.60 | 74.19 | 74.37 | 93.78 | <0.05 | 13.7
1

24 19895 |102.4 | 114.4 | 96.09 | 106.9 | 101.7 | 87.18 | 93.77 | 121.9 | <0.05 | 13.9
1 5 4 2 8 9

48 | 123.1 | 127.8 | 133.4 | 120.6 | 133.8 | 123.7 | 119.0 | 115.8 | 163.8 | <0.05 | 14.9
2 0 3 6 3 8 4 9 1 8

72 |130.2 | 157.7 | 1425 | 136.5 | 151.2 | 138.9 | 131.3 | 129.7 | 190.6 | <0.05 | 13.7
2 6 8 7 2 6 9 8 7 3

96 | 1459 | 170.3 | 149.2 | 156.9 | 156.5 | 140.3 | 134.9 | 139.9 | 200.8 | <0.05 | 12

6 9 9 6 4 7 2 2 6
NuUmero de protozoos/Mg Ms incubada
T Materia seca

(h) T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 p- CcVv
valor | %

12 9 9 12 10 9 12 13 8 10 | <0.05 | 114
3

24 27 10 14 15 19 8 8 9 12 | <0.06 | 8.34
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T (h): Tiempo de Incubacion en horas; T1 Moringa 0: materia seca sin saponinas; T2 Moringa 2%: materia seca con
1mg de saponina; T3 Moringa 4%: materia seca con 2mg de saponina; T4 Gliricidia 0: materia seca sin saponinas; T5
Gliricidia 2%: materia seca con 1mg de saponina; T6 Gliricidia 4%: materia seca con 2mg de saponina; T7 Morera 0:
materia seca sin saponinas; T8 Morera 2%: materia seca con 1mg de saponina; T9 Morera 4%: materia seca con 2mg
de saponina; p-valor: letras iguales no difieren estadisticamente ("p>0.05).

En latabla 7 la cinética de fermentacion actlo de diferentes formas con las materias secas:
moringa, gliricidia y morera con respecto a las horas de incubacion 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72,
y 96 mostrando significancia entre todos los tratamientos en relacién al (p<0.05), el
tratamiento 6 “gliricidia al 4% de saponinas” y tratamiento 1 “moringa sin dosis de
saponinas” mno mostraron diferencia significativa (p>0.05), siendo las que elaboraron
menos cantidad de metano después de tres horas de incubacién de materia seca, anexado
estd informacidn con la poblacidn protozoaria se visualiza, en el transcurso de 24 horas
que el tratamiento 6 muestra menos poblacion protozoaria con la interaccidn de saponinas
al 4% “2 mg”, y el tratamiento 1 después 12 horas los protozoos son bajos a diferencia de
los otros tratamientos; mientras que el tratamiento 3 “moringa al 4% de saponinas” y el
tratamiento 9 “morera al 4% de saponina” en la hora 3 de fermentacion, con significancia
(p<0.05), reflejaron cantidades altas de gas metano los mismo que muestran un aumento

de protozoarios al transcurrir 24 horas de fermentacion in vitro.

No obstante los datos de metano entérico se articulan muy variantes en todos los
tratamientos al transcurrir las horas de fermentacién de las materias secas, sin embargo
finalizando con la evaluacion en la hora 96 se expresa que el tratamiento 6 “gliricidia con
4% de saponinas”, tratamiento 7 “morera sin saponina” y tratamiento 8 “morera con 2%
de saponina” no mostraron significancia con respecto al (p>0.05), los mismo que
produjeron menos cantidad de metano entérico ruminal y poblacién protozoaria con
respecto a los otros tratamientos, concordando con (Fernandez-Mayer 2020 y Torres et
al. 2020), ensefia que las saponinas son metabolitos secundarios encontrados en las
plantas, que participan en la modificacion de la fermentacion ruminal, disminuyendo la
poblacion o el crecimiento de los protozoos, dando como resultado el mejoramiento de la

produccion del animal.
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Figura 5. Cinética de fermentacion ruminal in vitro todos los tratamientos de materia
seca, con diferentes dosis de saponina al 0, 2 'y 4%

En la figura cinco reflejan las reacciones que tuvo la cinética de fermentacion con
respecto a los tratamientos con diferentes dosis de saponina y materias secas; Moringa
oleifera, Gliricidia sepium, Morus alba, al transcurrir las horas las cantidades de metano
aumenta secuencialmente con todos los pastos, segun Pasinato et al. (2018), menciona
que las emisiones de gas metano provocado por los rumiantes aumentan
consecutivamente, en dependencia del tipo de dieta que se emplea, sin embargo podrian
existir cambios positivos en disminuir las cantidades de metano en relacion a la
conversion alimenticia, transformando el alimento en kg de carne y disminuyendo el
tiempo de fermentacion ruminal, es por ello que las materias secas moringa, morera y
gliricidia, no mostraron las mismas respuestas en cuanto a las emisiones de gas metano

entérico al transcurrir las horas de fermentacion in vitro.

En el anélisis se mostrd que el tratamiento 6 “gliricidia 4% de saponinas” después de tres
horas de incubacion de la materia, produjo menor cantidad de metano. Secuencialmente
los valores mas bajos son: moringa sin dosis de saponinas, gliricidia sin dosis de saponina
y morera sin dosis de saponina, los otros tratamientos reflejan datos altos de gas metano,
esto se debe a las cantidades de fibra que contienen las materias secas, concordando con
Watts (2019), ensefia que los alimentos que contienen mas fibra aumenta las cantidades

de metano; por lo tanto, los resultados muestran que Morus alba produce menos cantidad
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de metano entérico por contener cantidades de fibra inferiores a Gliricidia sepium y

Moringa oleifera segun (Boschini, 2001 y Pilay-Malavé, 2019)

Otro factor que influye en la pérdida metano entérico, es la presencia de saponinas por
provocar un lisis celular en los protozoos que son encargados en la elaboracion del mismo,
segun Carmona et al. (2005), a pesar de ello no existieron datos significantes en cuanto a
los mililitros de metano emitidos por cada miligramos de materia seca, al transcurrir las
horas de fermentacion; culminando la investigacion en la hora 96 de incubacién de
materias secas, Gliricidia sepium con el 4% de saponina present6 datos menores de
metano entérico, a diferencia de los otros tratamientos pero estos resultados no son
relevantes para determinar soluciones para disminuir con los gases de efecto invernadero
“gas metano”, por motivos que las dosis incorporadas no fueron las adecuadas segun

Barros-Rodriguez et al. (2014).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La incorporacion de forrajes: Moringa oleifera, Gliricidia sepium y Morus alba en
unién de saponinas, mostraron que la poblacién protozoaria puede aumentar o
disminuir al transcurrir las horas de fermentacién ruminal, y estara en dependencia de
la cantidad de fibra y compuesto orgénico “saponinas” que contenga la dieta diaria
del rumiante; por tal motivo los resultados expusieron que los tratamientos 6, 7 y 8
después de 24 horas de fermentacion in vitro con dosis de saponinas, ocasionaron lisis

celular y dificultad de reproduccion en los protozoos.

Las materias secas incorporadas con saponinas al 2 y 4% no reflejaron datos
significativos en cuanto a la disminucién de la poblacion protozoaria y por ende en la
elaboracion de metano entérico, por motivo que las dosis de saponinas no fueron las
adecuadas para cada materia seca: moringa, morera y gliricidia, sin embargo
analizando las posibilidades de disminuir el gas de efecto invernadero “gas metano”
se encontro, que el factor que mas influye en cuanto el aumento del gas metano es la
cantidad de fibra que podria contener un pasto, por ello Morus alba incorporado en
las dietas de los animales producira menos cantidades de metano entérico, mientras
que Gliricidia sepium estd en segundo plano y por ultimo Moringa oleifera que
presentan relacion con la poblacion protozoaria ya que son los encargados de la

fermentacion entérica en los organismos de los rumiantes.

Recomendaciones

Realizar la investigacion in situ en los animales de las parroquias de la provincia Santa
Elena, en los diferentes rumiantes existentes caprinos y bovinos
Evaluar la conversién alimenticia, con la aplicacién de saponinas en las dietas los

rumiantes de Santa Elena
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ANEXOS



Tabla 1A. Datos generales, produccion de metano entérico in vitro Moringa oleifera

Tratamientos Contenido- Horas Codigo | Presion Pascales | Volumen, ml gas
frasco g

MO 1 0. 505 3 MO.1 2.98 19.70
MO 1 0. 505 6 MO.1 1.73 10. 90
MO 1 0. 505 9 MO.1 2.13 12.90
MO 1 0. 505 12 MO0.1 1.78 11.12
MO 1 0. 505 24 MO.1 3.31 22.00
MO 1 0. 505 48 MO.1 2.71 17.1
MO 1 0. 505 72 MO.1 2.47 15.6
MO 1 0. 505 96 MO0.1 1.64 10.5
MO 1 0. 502 3 MO.2 3.85 22.50
MO 1 0. 502 6 MO.2 2.47 15. 60
MO 1 0. 502 9 MO.2 2.52 16. 10
MO 1 0. 502 12 MO.2 2.29 14. 80
MO 1 0. 502 24 MO.2 4. 49 28.00
MO 1 0. 502 48 MO.2 4. 75 30.1
MO 1 0. 502 72 MO.2 0.9 7
MO 1 0. 502 96 MO.2 1.5 8.9
MO 1 0. 509 3 MO0.3 4.25 27.20
MO 1 0. 509 6 MO0.3 2.51 15. 50
MO 1 0. 509 9 MO0.3 2.47 14. 90
MO 1 0. 509 12 MO0.3 2.28 13. 90
MO 1 0. 509 24 MO0.3 4. 36 27.60
MO 1 0. 509 48 MO0.3 3.05 20.9
MO 1 0. 509 72 MO0.3 2.25 14.6
MO 1 0. 509 96 MO0.3 0.67 4
MO 1 0.511 3 MO0.4 4.39 27.60
MO 1 0.511 6 MO0.4 2.78 16. 90
MO 1 0.511 9 MO0.4 2.89 17. 00
MO 1 0. 511 12 MO0.4 2.40 15. 60
MO 1 0. 511 24 MO0.4 4.69 28. 50
MO 1 0.511 48 MO0.4 3. 56 21.8
MO 1 0.511 72 MO0.4 3.13 22
MO 1 0.511 96 MO0.4 2.1 12.5
MO 1 0. 503 3 MO.5 4. 66 28. 60
MO 1 0. 503 6 MO0.5 4.15 26.00
MO 1 0. 503 9 MO.5 3.10 20. 60
MO 1 0. 503 12 MO0.5 2.76 19. 00




MO 1 0.503 24 MO.5 5.21 33.00
MO 1 0. 503 48 MO0.5 5.4 35

MO 1 0. 503 72 MO0.5 3.5 23

MO 1 0. 503 96 MO.5 1.91 14. 6
MO 1 0. 506 3 MO.6 4.15 26. 80
MO 1 0. 506 6 MO.6 2.55 16. 00
MO 1 0. 506 9 MO.6 1.13 7.20
MO 1 0. 506 12 MO.6 1.54 10. 00
MO 1 0. 506 24 MO.6 4.65 29. 80
MO 1 0. 506 48 MO.6 3.8 23.2
MO 1 0. 506 72 MO.6 3.01 20.8
MO 1 0. 506 96 MO.6 2.35 14.8

Moringa oleifera 2 % saponina

M2 2 0.503 3 M2.7 371 20. 00
M2 2 0. 503 6 M2.7 2.97 18. 00
M2 2 0. 503 9 M2.7 2.58 15. 16
M2 2 0. 503 12 M2.7 2.28 14. 30
M2 2 0. 503 24 M2.7 4.60 29.50
M2 2 0. 503 48 M2.7 4.85 30.5
M2 2 0. 503 72 M2.7 2.9 19

M2 2 0. 503 96 M2.7 1.78 11

M2 2 0.51 3 M2.8 5.34 33.30
M2 2 0.51 6 M2.8 3.79 24.00
M2 2 0.51 9 M2.8 3.07 20.00
M2 2 0.51 12 M2.8 2.06 12. 00
M2 2 0.51 24 M2.8 4.09 26. 00
M2 2 0.51 48 M2.8 4.9 31.2
M2 2 0.51 72 M2.8 3.95 26.1
M2 2 0.51 96 M2.8 2.41 15.9
M2 2 0. 506 3 M2.9 4.92 30.00
M2 2 0. 506 6 M2.9 3.39 22.00
M2 2 0. 506 9 M2.9 2.40 18. 00
M2 2 0. 506 12 M2.9 2.07 15. 00
M2 2 0. 506 24 M2.9 4.21 26. 60
M2 2 0. 506 48 M2.9 1.43 12

M2 2 0. 506 72 M2.9 2.81 20

M2 2 0. 506 96 M2.9 2.06 15

M2 2 0. 507 3 M2.10 5.21 29.00
M2 2 0. 507 6 M2.10 3.48 22.00




M2 2 0. 507 9 M2.10 1. 60 10. 00
M2 2 0. 507 12 M2.10 1.44 9.80
M2 2 0. 507 24 M2.10 0. 87 7.00
M2 2 0. 507 48 M2.10 1.15 9
M2 2 0. 507 72 M2.10 0.86 6.3
M2 2 0. 507 96 M2.10 0. 87 6.5
M2 2 0. 507 3 M2.11 5.11 33.00
M2 2 0. 507 6 M2.11 3.55 20. 20
M2 2 0. 507 9 M2.11 2.68 9.00
M2 2 0. 507 12 M2.11 2.29 10. 00
M2 2 0. 507 24 M2.11 4.95 31. 80
M2 2 0. 507 48 M2.11 5.25 34.8
M2 2 0. 507 72 M2.11 3.87 22.8
M2 2 0. 507 96 M2.11 2.44 11
M2 2 0.511 3 M2.12 4. 49 30. 00
M2 2 0.511 6 M2.12 3.02 20.00
M2 2 0.511 9 M2.12 2.80 16. 00
M2 2 0.511 12 M2.12 2.25 14. 00
M2 2 0. 511 24 M2.12 4.61 31.70
M2 2 0.511 48 M2.12 5.5 39
M2 2 0.511 72 M2.12 3.6 23.9
M2 2 0.511 96 M2.12 2.16 13
Moringa oleifera 4 % saponina

M4 3 0.512 3 M4.13 4. 66 31.00
M4 3 0.512 6 M4.13 2.58 17. 00
M4 3 0.512 9 M4.13 2.60 16. 50
M4 3 0.512 12 M4.13 2.23 14. 50
M4 3 0.512 24 M4.13 3.57 23.00
M4 3 0.512 48 M4.13 3.07 20.5
M4 3 0.512 72 M4.13 2.75 18
M4 3 0.512 96 M4.13 1.94 11.5
M4 3 0.503 3 M4.14 6. 16 42.00
M4 3 0. 503 6 M4.14 3.43 23.00
M4 3 0. 503 9 M4.14 2.93 19. 50
M4 3 0. 503 12 M4.14 2.39 16. 00
M4 3 0. 503 24 M4.14 4.63 31.20
M4 3 0. 503 48 M4.14 2.78 19.6
M4 3 0. 503 72 M4.14 3.77 24.8
M4 3 0. 503 96 M4.14 0.61 5




M4 3 0. 509 3 M4.15 5.98 40. 00
M4 3 0. 509 6 M4.15 3.35 22.00
M4 3 0. 509 9 M4.15 3.10 20. 00
M4 3 0. 509 12 M4.15 2.29 15.00
M4 3 0. 509 24 M4.15 4.76 31. 30
M4 3 0. 509 48 M4.15 5.5 37.8
M4 3 0. 509 72 M4.15 3.95 27
M4 3 0. 509 96 M4.15 2.48 13.8
M4 3 0. 512 3 M4.16 5.98 40. 00
M4 3 0. 512 6 M4.16 3.36 22.50
M4 3 0. 512 9 M4.16 3. 07 20. 00
M4 3 0. 512 12 M4.16 2.23 15.00
M4 3 0. 512 24 M4.16 1.32 8.80
M4 3 0. 512 48 M4.16 1.7 11
M4 3 0. 512 72 M4.16 1.39 9
M4 3 0. 512 96 M4.16 1.04 7.2
M4 3 0.511 3 M4.17 5.90 38.00
M4 3 0.511 6 M4.17 3.36 21. 30
M4 3 0.511 9 M4.17 2.93 18. 50
M4 3 0. 511 12 M4.17 2.41 13. 60
M4 3 0.511 24 M4.17 2.50 14. 80
M4 3 0.511 48 M4.17 2.80 16.7
M4 3 0.511 72 M4.17 2.74 16
M4 3 0. 511 96 M4.17 1.04 7
M4 3 0. 507 3 M4.18 5.43 43. 40
M4 3 0. 507 6 M4.18 3.03 21.50
M4 3 0. 507 9 M4.18 2.76 19. 40
M4 3 0. 507 12 M4.18 2.31 16. 00
M4 3 0. 507 24 M4.18 3. 17 23. 30
M4 3 0. 507 48 M4.18 1.83 11.5
M4 3 0. 507 72 M4.18 1.31 7
M4 3 0. 507 96 M4.18 1.12 4.8




Tabla 2A. Datos generales. produccion de metano entérico de Gliricidia sepium

Tratamientos Contenido-frasco g | Horas | Codigo Presion Pascales Volumen. ml gas
GSO 4 0.511 3 GS0.19 3. 56 24. 00
GS0 4 0.511 6 GS0.19 1.88 12. 00
GS0 4 0.511 9 GS0.19 2.05 13. 60
GSO 4 0.511 12 GS0.19 1.65 11. 00
GS0 4 0.511 24 GS0.19 3.81 26. 00
GSO 4 0.511 48 GS0.19 5.08 34
GS0 4 0.511 72 GS0.19 3.36 21.8
GS0 4 0.511 96 GS0.19 2.05 12.5
GSO 4 0. 505 3 GS0.20 4.72 31. 20
GSO 4 0. 505 6 GS0.20 2.32 15. 00
GS0 4 0. 505 9 GS0.20 2.33 15. 10
GS0 4 0. 505 12 GS0.20 1.97 13. 00
GSO 4 0. 505 24 GS0.20 4.10 27.00
GSO 4 0. 505 48 GS0.20 4. 62 31
GS0 4 0. 505 72 GS0.20 2.34 15
GSo 4 0. 505 96 GS0.20 1.73 11
GS0 4 0.511 3 GS0.21 4.74 32.00
GS0O 4 0.511 6 GS0.22 2.14 14. 00
GSO 4 0.511 9 GS0.23 1. 40 9.50
GSO 4 0.511 12 GS0.24 1. 60 10. 60
GS0 4 0.511 24 GS0.25 3.39 21.90
GS0 4 0.511 48 GS0.26 1.07 7
GSO 4 0.511 72 GS0.27 0.78 2.9
GSO 4 0.511 96 GS0.28 1.02 7.6
GS0 4 0.510 3 GS0.22 4. 90 33.00
GSO 4 0. 510 6 GS0.23 2.39 16. 00
GSO 4 0. 510 9 GS0.24 2. 67 18. 00
GSO 4 0.510 12 GS0.25 2.28 15. 00
GS0 4 0.510 24 GS0.26 4.20 28. 80
GS0 4 0.510 48 GS0.27 4. 27 31.5
GSO 4 0. 510 72 GS0.28 1.47 9.8
GSO 4 0.510 96 GS0.29 1. 46 10
GS0 4 0.511 3 GS0.23 3.42 22.30
GS0 4 0.511 6 GS0.24 2.18 14. 00
GSO 4 0.511 9 GS0.25 2.36 15. 50
GS0O 4 0.511 12 GS0.26 1.95 12. 80




GS0 4 0.511 24 GS0.27 4.18 27.00
GSO 4 0.511 48 GS0.28 5.51 35.2
GS0O 4 0.511 72 GS0.29 4.21 28.5
GS0 4 0.511 96 GS0.30 2.73 19.1
GS0 4 0.503 3 GS0.24 4.53 30.00
GSO 4 0. 503 6 GS0.24 2.20 14. 00
GS0 4 0. 503 9 GS0.24 2.64 17.50
GSO 4 0.503 12 GS0.24 2.14 15. 00
GS0 4 0.503 24 GS0.24 4. 74 30. 80
GS0 4 0.503 48 GS0.24 2.05 12

GSO 4 0. 503 72 GS0.24 2.72 17.5
GSOo 4 0.503 96 GS0.24 1.79 11

Gliricidia sepium 2% de saponina

GS2 5 0.511 3 GS2.25 4.50 30. 00
GS2 5 0.511 6 GS2.25 2.02 13. 10
GS2 5 0.511 9 GS2.25 1. 89 12.50
GS2 5 0.511 12 GS2.25 1.54 10. 30
GS2 5 0.511 24 GS2.25 4. 05 27.50
GS2 5 0.511 48 GS2.25 4.87 32

GS2 5 0.511 72 GS2.25 2.20 17.9
GS2 5 0.511 96 GS2.25 1.57 10.5
GS2 5 0. 505 3 GS2.26 5. 66 38.90
GS2 5 0. 505 6 GS2.26 1.89 12.10
GS2 5 0. 505 9 GS2.26 2.02 12. 30
GS2 5 0. 505 12 GS2.26 1.76 12. 00
GS2 5 0. 505 24 GS2.26 4.08 29.00
GS2 5 0. 505 48 GS2.26 4,95 32.0
GS2 5 0. 505 72 GS2.26 4.04 26.9
GS2 5 0. 505 96 GS2.26 2.89 19.0
GS2 5 0. 508 3 GS2.27 5.02 33.00
GS2 5 0.508 6 GS2.27 1.85 12. 00
GS2 5 0. 508 9 GS2.27 2.10 14. 00
GS2 5 0. 508 12 GS2.27 2.04 13. 40
GS2 5 0. 508 24 GS2.27 3.79 25. 80
GS2 5 0. 508 48 GS2.27 4.12 26.7
GS2 5 0. 508 72 GS2.27 0.82 8

GS2 5 0. 508 96 GS2.27 1.6 10. 8
GS2 5 0. 501 3 GS2.28 5.77 38.00
GS2 5 0.501 6 GS2.28 2.73 18. 00




GS2 5 0.501 9 GS2.28 2.73 18. 50
GS2 5 0. 501 12 GS2.28 2.11 14. 00
GS2 5 0. 501 24 GS2.28 4.74 31. 20
GS2 5 0. 501 48 GS2.28 1.91 11.8
GS2 5 0.501 72 GS2.28 1.98 12.5
GS2 5 0. 501 96 GS2.28 1.62 10. 2
GS2 5 0. 505 3 GS2.29 5.85 38. 20
GS2 5 0. 505 6 GS2.29 2.78 18. 70
GS2 5 0. 505 9 GS2.29 2.81 19. 00
GS2 5 0. 505 12 GS2.29 2.12 14. 00
GS2 5 0. 505 24 GS2.29 5.15 34. 80
GS2 5 0. 505 48 GS2.29 5.72 37.8
GS2 5 0. 505 72 GS2.29 4.16 29
GS2 5 0. 505 96 GS2.29 2.55 18.8
GS2 5 0. 505 3 GS2.30 5.42 35. 20
GS2 5 0. 505 6 GS2.30 2.52 19. 00
GS2 5 0. 505 9 GS2.30 2.96 22.00
GS2 5 0. 505 12 GS2.30 2.05 15. 90
GS2 5 0. 505 24 GS2.30 2.36 18. 00
GS2 5 0. 505 48 GS2.30 2.77 20.5
GS2 5 0. 505 72 GS2.30 2.16 15. 4
GS2 5 0. 505 96 GS2.30 2.01 15. 3
Gliricidia sepium 4% saponina

G34 6 0. 509 3 GS4.31 2.98 19. 60
G4 6 0. 509 6 GS4.31 1.73 10. 90
GS4 6 0. 509 9 GS4.31 2.13 13. 00
GS4 6 0. 509 12 GS4.31 1.78 11.12
G54 6 0. 509 24 GS4.31 3.31 22.00
G34 6 0. 509 48 GS4.31 2.71 16. 8
GS4 6 0. 509 72 GS4.31 2.47 15.9
GS4 6 0. 509 96 GS4.31 1.64 10. 2
GS4 6 0. 506 3 GS4.32 3.85 22.50
G54 6 0. 506 6 GS4.32 2. 47 15. 60
G34 6 0. 506 9 GS4.32 2.52 16. 10
GS4 6 0. 506 12 GS4.32 2.29 14. 80
GS4 6 0. 506 24 GS4.32 4.49 28.00
G54 6 0. 506 48 GS4.32 4.75 30.1
G34 6 0. 506 72 GS4.32 0.94 7
GS4 6 0. 506 96 GS4.32 1.5 8.9




GS4 6 0. 510 3 GS4.33 4.25 27.20
GS4 6 0. 510 6 GS4.33 2.51 15. 50
GS4 6 0. 510 9 GS4.33 2. 47 14. 90
GS4 6 0. 510 12 (GS4.33 2.28 13. 90
GS4 6 0. 510 24 GS4.33 4. 36 27.60
GS4 6 0. 510 48 GS4.33 3.05 20.9
GS4 6 0. 510 72 GS4.33 2.25 14. 6
GS4 6 0. 510 96 GS4.33 0. 67 4

GS4 6 0. 505 3 GS4.34 4.39 27.60
GS4 6 0. 505 6 GS4.34 2.78 16. 90
GS4 6 0. 505 9 GS4.34 2. 89 17. 80
GS4 6 0. 505 12 GS4.34 2.40 15. 60
GS4 6 0. 505 24 GS4.34 4.69 28. 80
GS4 6 0. 505 48 GS4.34 3.56 21.8
GS4 6 0. 505 72 GS4.34 3.13 20.3
GS4 6 0. 505 96 GS4.34 2.1 13

GS4 6 0. 509 3 GS4.35 6. 39 42. 80
GS4 6 0. 509 6 GS4.35 2.88 19. 90
GS4 6 0. 509 9 GS4.35 3.00 20. 50
GS4 6 0. 509 12 GS4.35 1.94 13. 00
GS4 6 0. 509 24 GS4.35 4. 66 31. 00
GS4 6 0. 509 48 GS4.35 4.32 29

GS4 6 0. 509 72 GS4.35 3.78 26.8
GS4 6 0. 509 96 GS4. 35 2.27 14

GS4 6 0. 508 3 (GS4.36 6. 16 41. 30
GS4 6 0. 508 6 (GS4.36 2.68 18. 00
GS4 6 0. 508 9 GS4.36 2.54 18. 50
GS4 6 0. 508 12 GS4.36 1.81 11. 90
GS4 6 0. 508 24 GS4.36 3.13 21. 20
GS4 6 0. 508 48 (GS4.36 2.47 18.5
GS4 6 0. 508 72 (GS4.36 1.64 11

GS4 6 0. 508 96 (GS4.36 1.51 9




Tabla 3A. Datos generales. produccién de metano entérico de Morus alba

Tratamiento Contenido- Horas Cddigo | Presion Pascales Volumen. mi
frasco g gas
Mr0 7 0. 507 3 Mr0.37 3.45 21.00
Mr0 7 0. 507 6 Mr0.37 1.65 10. 10
MrQ 7 0. 507 9 Mr0.37 2.09 13.20
MrQ 7 0. 507 12 Mr0.37 1.29 8.70
Mr0 7 0. 507 24 Mr0.37 2.01 12. 00
Mr0 7 0. 507 48 Mr0.37 2.04 12.5
MrQ 7 0. 507 72 Mr0. 37 2.07 12.6
MrQ 7 0. 507 96 Mr0.37 1.75 11
Mr0 7 0. 506 3 Mr0.38 5.90 33.00
Mr0 7 0. 506 6 Mr0.38 2.81 16. 10
Mr0 7 0. 506 9 Mr0.38 1.49 10. 00
MrQ 7 0. 506 12 Mr0.38 2.18 12.30
MrQ 7 0. 506 24 Mr0.38 2.21 12.20
Mr0 7 0. 506 48 Mr0.38 5.24 30
Mr0 7 0. 506 72 Mr0.38 4.51 25.5
Mr0 7 0. 506 96 Mr0.38 2.9 16
Mr0 7 0. 505 3 Mr.39 5.31 36.20
Mr0 7 0. 505 6 Mr.39 2.31 15. 70
Mr0 7 0. 505 9 Mr.39 2.26 15. 50
Mr0 7 0. 505 12 Mr.39 1.80 11. 00
MrQ 7 0. 505 24 Mr.39 2.15 13. 00
MrO 7 0. 505 48 Mr.39 2.14 14. 8
Mr0 7 0. 505 72 Mr.39 2.65 19
Mr0 7 0. 505 96 Mr.39 1.7 11
Mr0 7 0.514 3 Mr.40 5.92 38.90
MrO 7 0.514 6 Mr.40 2.42 15. 50
MrO 7 0.514 9 Mr.40 2.97 19. 50
Mr0 7 0.514 12 Mr.40 2.15 13. 60
Mr0 7 0.514 24 Mr.40 4.70 31.00
MrQ 7 0.514 48 Mr.40 2.76 19
MrO 7 0.514 72 Mr.40 0. 45 4
Mr0 7 0.514 96 Mr.40 1.49 9.5
Mr0 7 0. 506 3 Mr.41 5. 56 36. 30
MrQ 7 0. 506 6 Mr.41 2.35 15. 20




Mr0 7 0. 506 9 Mr.41 2.90 18. 60
Mr0 7 0. 506 12 Mr.41 2.16 12. 00
Mr0 7 0. 506 24 Mr.41 2.14 12.20
MrQ 7 0. 506 48 Mr.41 4.47 30.5
MrO 7 0. 506 72 Mr.41 0.74 3.8
Mr0 7 0. 506 96 Mr.41 0.58 3
Mr0 7 0. 507 3 Mr.42 4.82 31.10
MrQ 7 0. 507 6 Mr.42 1.92 12. 00
MrQ 7 0. 507 9 Mr.42 2.34 15. 50
Mr0 7 0. 507 12 Mr.42 1.30 8.50
Mr0 7 0. 507 24 Mr.42 1.87 11. 50
MrQ 7 0. 507 48 Mr.42 2.31 16
MrQ 7 0. 507 72 Mr.42 1.95 12.5
Mr0 7 0. 507 96 Mr.42 0. 46 4
Morus alba 2% saponina

Mr2 8 0. 506 3 Mr2.43 3.89 24.90
Mr2 8 0. 506 6 Mr2.43 1.62 10. 00
Mr2 8 0. 506 9 Mr2.43 2.18 13. 40
Mr2 8 0. 506 12 Mr2.43 1. 65 10. 00
Mr2 8 0. 506 24 Mr2.43 3.75 25.10
Mr2 8 0. 506 48 Mr2.43 5.05 32.5
Mr2 8 0. 506 72 Mr2.43 1.12 7.4
Mr2 8 0. 506 96 Mr2.43 1.81 11
Mr2 8 0. 509 3 Mr2.44 6.51 43. 80
Mr2 8 0. 509 6 Mr2.44 2.52 16. 00
Mr2 8 0. 509 9 Mr2.44 1.81 12. 00
Mr2 8 0. 509 12 Mr2.44 2.24 15. 00
Mr2 8 0. 509 24 Mr2.44 2.24 15. 00
Mr2 8 0. 509 48 Mr2.44 0.17 1
Mr2 8 0. 509 72 Mr2.44 1.28 7.8
Mr2 8 0. 509 96 Mr2.44 1.23 7
Mr2 8 0. 506 3 Mr2.45 5. 27 35. 40
Mr2 8 0. 506 6 Mr2.45 2.06 13. 00
Mr2 8 0. 506 9 Mr2.45 2.03 13.50
Mr2 8 0. 506 12 Mr2.45 1.09 6. 00
Mr2 8 0. 506 24 Mr2.45 121 8.00
Mr2 8 0. 506 48 Mr2.45 2.81 19
Mr2 8 0. 506 72 Mr2.45 2.23 13
Mr2 8 0. 506 96 Mr2.45 0.79 6




Mr2 8 0. 504 3 Mr2.46 2.42 18. 20
Mr2 8 0. 504 6 Mr2.46 0.27 2.00
Mr2 8 0. 504 9 Mr2.46 0.23 0.22
Mr2 8 0. 504 12 Mr2.46 0.57 5.00
Mr2 8 0. 504 24 Mr2.46 0.82 7.30
Mr2 8 0. 504 48 Mr2.46 1.3 10.5
Mr2 8 0. 504 72 Mr2.46 4.21 33

Mr2 8 0. 504 96 Mr2.46 1.74 12

Mr2 8 0. 502 3 Mr2.47 6.19 42.00
Mr2 8 0. 502 6 Mr2.47 2.45 16. 00
Mr2 8 0. 502 9 Mr2.47 2.67 18. 20
Mr2 8 0. 502 12 Mr2.47 1.59 10. 10
Mr2 8 0. 502 24 Mr2.47 4.71 31.00
Mr2 8 0. 502 48 Mr2.47 5.52 37. 4
Mr2 8 0. 502 72 Mr2.47 3.95 28.5
Mr2 8 0. 502 96 Mr2.47 2.57 16.5
Mr2 8 0. 504 3 Mr2.48 5. 88 40. 20
Mr2 8 0. 504 6 Mr2.48 2.63 17. 80
Mr2 8 0. 504 9 Mr2.48 2.98 21.00
Mr2 8 0. 504 12 Mr2.48 1.94 13. 00
Mr2 8 0. 504 24 Mr2.48 5.08 33.40
Mr2 8 0. 504 48 Mr2.48 5. 64 40

Mr2 8 0. 504 72 Mr2.48 4.34 28

Mr2 8 0. 504 96 Mr2.48 2.74 19

Morus alba 4% saponina

Mr4 9 0. 504 3 Mr4. 49 5. 96 40. 00
Mr4 9 0. 504 6 Mr4. 49 2.43 16. 00
Mr4 9 0. 504 9 Mr4. 49 3.10 21.00
Mr4 9 0. 504 12 Mr4. 49 2.20 15. 00
Mr4 9 0. 504 24 Mr4. 49 3.56 22.50
Mr4 9 0. 504 48 Mr4. 49 5.61 37.8
Mr4 9 0. 504 72 Mr4. 49 4.16 29

Mr4 9 0. 504 96 Mr4. 49 1.28 7.5

Mr4 9 0. 507 3 Mr4. 50 5.93 41.00
Mr4 9 0. 507 6 Mr4. 50 2.41 16. 00
Mr4 9 0. 507 9 Mr4. 50 3.13 21.00
Mr4 9 0. 507 12 Mr4. 50 2.10 14. 00
Mr4 9 0. 507 24 Mr4. 50 5.30 36.00
Mr4 9 0. 507 48 Mr4. 50 5.24 38




Mr4 9 0. 507 72 Mr4. 50 4.02 27

Mr4 9 0. 507 96 Mr4. 50 2.71 19

Mr4 9 0. 509 3 Mr4. 51 5.21 34. 00
Mr4 9 0. 509 6 Mr4. 51 2.02 13.00
Mr4 9 0. 509 9 Mr4. 51 2.36 16. 00
Mr4 9 0. 509 12 Mr4. 51 1.68 10. 90
Mr4 9 0. 509 24 Mr4. 51 4.07 28. 50
Mr4 9 0. 509 48 Mr4. 51 5 33

Mr4 9 0. 509 72 Mr4. 51 3.88 27

Mr4 9 0. 509 96 Mr4. 51 2.8 18

Mr4 9 0. 508 3 Mr4. 52 4.02 25. 60
Mr4 9 0. 508 6 Mr4. 52 1.57 10. 00
Mr4 9 0. 508 9 Mr4. 52 2.13 13.60
Mr4 9 0. 508 12 Mr4. 52 1.34 8.50
Mr4 9 0. 508 24 Mr4. 52 3. 58 22. 80
Mr4 9 0. 508 48 Mr4. 52 4.4 30

Mr4 9 0. 508 72 Mr4. 52 3.29 21

Mr4 9 0. 508 96 Mr4. 52 2.07 12

Mr4 9 0.511 3 Mr4. 53 6. 48 45. 00
Mr4 9 0. 511 6 Mr4. 53 2.71 17.00
Mr4 9 0.511 9 Mr4. 53 3.12 21.90
Mr4 9 0.511 12 Mr4. 53 1.98 13.00
Mr4 9 0.511 24 Mr4. 53 5.37 39. 20
Mr4 9 0. 511 48 Mr4. 53 5.45 37.8
Mr4 9 0. 511 72 Mr4. 53 3.92 28.3
Mr4 9 0.511 96 Mr4. 53 3.07 20.5
Mr4 9 0. 504 3 Mr4. 54 6.29 43. 20
Mr4 9 0. 504 6 Mr4. 54 2.41 18. 70
Mr4 9 0. 504 9 Mr4. 54 2.97 20. 30
Mr4 9 0. 504 12 Mr4. 54 2.17 15. 80
Mr4 9 0. 504 24 Mr4. 54 5.56 38.00
Mr4 9 0. 504 48 Mr4. 54 5.15 33.9
Mr4 9 0. 504 72 Mr4. 54 3.73 25.8
Mr4 9 0. 504 96 Mr4. 54 2. 46 18. 8




Tabla 4A. PH de materia seca incubada Moringa oleifera, Gliricidia sepium y Morus alba en
andlisis de la poblacion protozoaria

Moringa oleifera

Codigo PH
1 7.18
2 7.19
3 7.22
4 7.18
5 7.15
6 7.17

Moringa oleifera 2% saponinas
7 7.17
8 7.23
9 7.21
10 7.20
11 7.12
12 no

Moringa oleifera 4% saponinas
13 7.35
14 7.17
15 7.22
16 7.20
17 7.15
18 7.15

Gliricidia sepium

19 7.20
20 7.25
21 7.26
22 7.25
23 7.21
24 7.18

Gliricidia sepium 2% saponina
25 7.24
26 7.25
27 7.25
28 7.21
29 7.46
30 7.42

Gliricidia sepium 4% saponina




31 7.24
32 7.35
33 7.26
34 7.27
35 7.29
36 7.18
Morus alba
37 7.36
38 7.32
39 7.23
40 7.54
41 7.42
42 7.40
Morus alba 2% saponina
43 7.20
44 7.35
45 7.19
46 7.17
47 7.23
48 7.33
Morus alba 4% saponina
49 7.36
50 7.31
51 7.29
52 7.37
53 7.18
54 7.22




Tabla 5A. Analisis de varianza de produccion de gas metano, después de 3 horas de incubacion
de la materia seca por INFOSTAD

Variable ) R R= BAj CW
mlgas/Ms incubada 48 0,687 0,60 13,622

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo l444,48 8 180,56 9,88 «<0,0001
Tratamiento 1444,48 & 180,56 9,63 <0,0001
Errox 727,10 35 18,64
Total 2171,58 47

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,75178

Caso Tratamiento Medias Columnad Columna Columna7 Columnad
1 6 2408 A e
2 T1 25,36 A
3 T4 28,38 A B
4 T2 29 68 A B C
5 T7 Mn B C D
6 T5 36,39 B C D
7 T8 36,84 B C D
8 T3 38,29 C D
9 T9 40,39 D

Tabla 6A. Andlisis de la varianza de produccion de gas metano. después de 9 horas de incubacion
por INFOSTAD.

Variable H R R*® RAj CW
mlgas/HM=s incubada 48 0,41 0,2% 14,10

Cunadro de Analisis de la Varian=za (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo 23892,37 8 299,05 3,42 0,0045
Tratamiento 235%2,37 8 255,05 3,42 00,0045
Error 3410,83 35 B7,45
Total 5803,00 47

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS5=18,86245

Caso Tratamiento Medias Columnab Columna6 Columnal Columna?

1 T 57.30 A -
2 T4 58,77 A B

3 17 58,86 A B

4 T2 65,33 A B C

5 T6 66,35 A B C

6 T8 66,69 A B C

7 T5 69,39 A B C

8 T9 76,24 B C

9 T3 77,83 C




Tabla 7A. Andlisis de la varianza de produccién de gas metano. después de 12 horas de
incubacién por INFOSTAD.

Variable H ER= E= BRI CW
mlgas,/HMs incubada 48 0,41 0,2% 13,71

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p—valor
Modelo 3150,91 &8 393,86 3,40 0,0047
ITratamiento 23150,5%1 8§ 393,86 3,40 0,0047
Error 4517,23 3% 115,83
Total Teed, 14 47

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=22Z 02476

Caso Tratamiento Medias |Columnab |Columnat Columna¥d
1 T4 60,42 A e
2 T1 71,10 A B
3 T7 74,19 A B C
4 T8 74 37 A B C
5 T6 75,60 A B C
& T2 77,54 A B C
T T5 80,13 A B C
8 T3 az 52 B C
9 T9 a3.78 C

Tabla 8A. Andlisis de la varianza de produccién de gas metano. después de 24 horas de
incubacién por INFOSTAD.

Variable 4] E®= ER® b3 CW
mlgas,/HM=s incubada 4% 0,35 0,22 13,9%

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sSC gl CM F p-valor
Modelo 4418,00 8 552,25 2,65 0,0157
Tratamiento 441%,00 8 552,25 2,65 00,0197
Error §342,47 40 208,56
Total 12760,47 48

Test:Tokey Alfa=0,05 DM5=29,08B837
Caso Tratamiento |Medias ColumnaS Columnat

1 T7 87,18 A -
2 T8 93,77 A B
3 T4 096,00 A B
4 T 98 95 A B
5 T6 101,72 A B
6 T2 102,41 A B
7 TS 106,94 A B
8 T3 114,45 A B
9 T9 121,98 B



Tabla 9A. Andlisis de la varianza de produccién de gas metano. después de 48 horas de
incubacion por INFOSTAD.

Variable H E* E® phj CW
mlgas/M= incukada 48 0,33 0,15 14,58

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IITI)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo 6S975,92 § BTL,9% 2,35 00,0362
Tratamiento &575,52 8§ 871,99 2,35 0,0362
Error 14467 ,56 39 370,96
Total 21443,4%9 47

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=39%,41604

Caso Tratamiento Medias Columnad Columnab

1 TS 115,89 A -
2 T7 119,04 A

3 T4 120,66 A

4 T 123,12 A

5 T6 123,78 A

6 T2 127.80 A B

7 T3 133,43 A B

8 15 133,83 A B

9 T9 163,81 B

Tabla 10A. Anélisis de la varianza de produccion de gas metano. después de 72 horas de
incubacion por INFOSTAD

Variakle N R*= E= &3 v
mlgas/HM= incubada 43 0,58 0,48 12,00

Cunadro de Analisis de la Varian=za (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—wvalor
Hodelo lelS9,34 8 2024,%92 5,81 00,0001
Tratamiento 1615%%,34 8 2024,%2 5,81 00,0001
Error llg59,.84 34 348,82
Total 28059,18 42

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=40,15668

Caso Tratamiento Medias ColumnaS Columnat

o 134,92 A S

2 T8 139,92 A
3 TG 140,37 A
4 T1 145,96 A
5 T3 149,29 A
§] TS 156,54 A
T T4 156,96 A
8 T2 170,39 A B
9 T9 200,86 B




Tabla 11A. Andlisis de la varianza de poblacion protozoaria. después de 12 horas de incubacion
por INFOSTAD

Variakble N E= E= &Lj v
protozoos 53 0,76 0,72 11,43

Conadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. S gl CM F p—valor
Modelo 181,12 g 23,89 17,47 <0,0001
Tratamiento 191,12 8 23,89 17,47 «<0,0001
Error €0,17 494 1,37
Total 251,28 52

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=2_ 22577
Error: 1,374 gl: 44

Tratamiento Mediazs n E.E.

TH 7,50 & 0,48 B

TS 8,50 & 0,48 . B

T1 B,83 & 0,48 o B

T2 @,00 5 0,52 L B

T4 10,00 & 0,48 B C

TS 10,33 & 0,48 B C

TE 11,83 & 0,48 C D
T3 12,17 & 0,48 C D
T7 13,67 & 0,48 D

Tabla 12A. Analisis de la varianza de poblacion protozoaria. después de 24 horas de incubacion
por INFOSTAD

Variable N E= R* A CW
protozoos 53 0,% 6 0,96 8,34

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo 15892, 64 £ 159,08 140,08 <0,0001
Tratamiento 1592,64 8 159,08 140,08 <0,0001
Error 62,53 44 1,42
Total 1le55, 17 52

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=2,26913
Error: 1,42158 gl: 44
Tratamiento Mediazs n E.E.

TE 7,83 € 0,49 A

T8 9,33 € 0,459 A

T2 9,60 5 0,53 L B

TS 11,83 € 0,49 B C

T3 14,00 & 0,49 C D

T7 14,67 & 0,49 D

T4 15,17 & 0,49 D

TS 18,83 & 0,49 E

T1 26,67 € 0,49 F




Figura 1A. Frascos ambar para incubacion de materia seca in vitro

Figura 2A. Preparacion de pesos de muestras para incubacion in vitro



Figura 4A. Obtencion de liquido ruminal



Figura 6A. Saliva artificial en bafio maria. aplicando dioxido de carbono



Figura 7A. Toma de volumen y presion de gas metano

Figura 8A. Transductor de presion DELTA OHM



Figura 10A. Materia secas incubadas in vitro
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Figura 12A. Extraccion de materia seca incubada para visualizacion de protozoos



Figura 14A. Limpieza de camara neubauer



Figura 16A. Utilizacion de microscopio optico



Figura 17A. Protozoo holotrico encontrado en las materias secas incubadas in vitro

Figura 18. Protozoo entodiniomorfo encontrado en las materias secas incubadas in vitro



