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Resumen 

La agricultura y ganadería juegan un papel fundamental en el desarrollo 

socioeconómico de España, acentuándose en el caso de la región extremeña. Estas 

actividades contribuyen tanto al mantenimiento de los ecosistemas como al asentamiento 

de la población. Extremadura es la región con mayor censo ovino de España y destaca en 

la producción vitivinícola y olivarera. Sin embargo, tanto la ganadería como la agricultura 

sienten la amenaza de contribuir al cambio climático, al generar subproductos y gases de 

efecto invernadero a lo largo de su cadena productiva, siendo el metano el principal gas 

de este tipo, asociado principalmente al sector ganadero como resultado de la 

fermentación digestiva de los rumiantes. Frente a ello, desde el campo de la nutrición 

animal, se plantean diferentes estrategias que permitan mitigar el impacto ambiental del 

metano. Entre ellas, se propone la incorporación de subproductos ricos en sustancias 

bioactivas como los polifenoles, capaces de actuar a nivel ruminal reduciendo la 

metanogénesis mediante diferentes mecanismos. Como estrategia complementaria, el uso 

de concentrados amiláceos de degradación lenta, puede reducir la producción de metano 

al escapar del rumen sin ser degradados en su totalidad. 

El objetivo de la presente tesis doctoral es evaluar, mediante la técnica de 

producción de gas in vitro, el potencial fermentativo y antimetanogénico de diferentes 

subproductos agroindustriales como el orujo de uva y la hoja de olivo. Igualmente, se 

analizan estos mismos aspectos en cereales con diferente estructura amilácea (cebada y 

maíz). Para ello, se desarrollaron cuatro trabajos sintetizados en los siguientes capítulos:  

 

Capítulo I: el objetivo de este estudio ha sido evaluar la cinética de producción de gas, 

así como la producción final de metano de 15 variedades de orujos de uva (blancos 

y tintos), con el fin de seleccionar aquellas variedades que sean menos 

metanogénicas y poder incorporarlas en un pienso de cebo de corderos. Para ello, 

se han utilizado dos periodos de fermentación diferentes, 18 y 96 horas. Los 

resultados obtenidos para la producción de gas a 18 y 96 horas han sido diferentes, 

en los orujos tintos: 59,77-104,28ml/g y en los blancos: 94,44-173,23ml/g 
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respectivamente. En cuanto a la producción de metano, también fueron diferentes: 

3,72-6,79ml metano/g en orujos tintos frente a 9,66-26,08ml metano/g en los 

orujos blancos. Por tanto, se observa un mayor potencial inhibidor de la 

producción de gas y metano por parte del grupo de orujos tintos frente al de los 

orujos blancos. 

 

Capítulo II: el objetivo de este estudió fue evaluar el efecto que produce la incorporación 

de cuatro orujos de uva tinta variedad Tempranillo procedentes de diferentes 

bodegas y en concentraciones diferentes (1,25%, 2,5%, 5% y 7,5%) sobre un 

concentrado tipo (cebada). Se fermentaron durante 18 y 96 horas para evaluar la 

producción de gas total y de metano. Se observó un efecto inhibidor cuantitativo 

para ambos parámetros al incorporar un 7,5% de orujo, así como un efecto 

cualitativo variable en función del tiempo de fermentación. Por tanto, la 

incorporación de orujo de uva en los piensos de cebo de rumiantes podría ser una 

posible alternativa a los problemas ambientales del sector agrario dentro de un 

modelo de economía verde y circular. 

 

Capítulo III: el objetivo inicial de este estudio fue evaluar el efecto que ejerce la 

incorporación de 2,5%, 5%, 7,5% y 10% de hoja de olivo sobre el potencial 

fermentativo de un concentrado tipo (cebada). Posteriormente se diseñó un 

sistema de conservación basado en el ensilado de hojas de olivo combinando 

diferentes niveles de urea (2%, 4% y 6%) y melaza (2%, 4% y 6%), valorando su 

potencial energético, fermentativo y metanogénico in vitro frente a hojas frescas 

y desecadas. La incorporación de un 10% de hoja de olivo en el concentrado 

disminuyó la producción de gas y metano un 14,58% y 26,78% respectivamente. 

El ensilado formulado con un 2% urea y 2% melaza presentó el nivel energético 

más alto y muy próximo al del subproducto fresco, aumentando el porcentaje de 

digestibilidad in vitro. La producción de metano aumentó cuando el subproducto 

fue ensilado y disminuyó con el desecado. 
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Capítulo IV: el objetivo de este estudio fue evaluar el comportamiento fermentativo de 

un sistema de mezclas cebada/maíz, (100/0; 75/25; 50/50; 25/75; 0/100), así como, 

el de un concentrado comercial de cebo de terneros con diferentes niveles de 

maíz(41%, 43%, 44,85%). Las mezclas de cebada/maíz se fermentaron durante 

un periodo de 18 horas, mientras que los concentrados se fermentaron durante 18 

y 96 horas. Para las mezclas cebada/maíz, la menor producción de gas 

correspondió al 100% de maíz (207,97ml/g), aumentando la producción de 

metano en 0,11ml metano/g por cada punto porcentual de cebada añadido. En los 

concentrados, tras la fermentación de 18 horas, la menor producción de gas se 

asoció al concentrado control (165,47ml/g), mientras que el concentrado con 

mayor nivel de maíz obtuvo una menor producción de metano (15,76ml 

metano/g). Tras 96 horas de fermentación, la mayor producción de gas y metano 

(369,82ml/g y 161,22ml/g respectivamente) correspondió al concentrado con 

mayor nivel de maíz. Por tanto, la inclusión de maíz en la formulación de 

concentrados de cebo de terneros se traduce en una menor producción de metano 

in vitro tras un periodo fermentativo de 18h. 

 

Summary 

Agriculture and livestock play a crucial economic role in Spain, and even more so 

in the Extremadura region. These activities contribute to the maintenance of the 

ecosystem and the settlement of the human population. Extremadura has the highest 

number of sheep in Spain and stands out for its wine and olive production. However, both 

livestock and agriculture can contribute to climate change by generating by-products and 

greenhouse gases in the production chain. Methane is the main greenhouse gas associated 

with the agro-livestock sector and its main source of emission is rumen fermentation. 

Different strategies have been proposed by specialist in animal nutrition to mitigate the 

environmental impact of methane emission. Among them, it has been suggested to 

incorporate by-products rich in bioactive substances such as polyphenols, capable of 

acting at the rumen level by reducing methanogenesis through different mechanisms. As 

a complementary strategy, the use of slowly degraded starch concentrates can reduce 

methane production by escaping from the rumen without being fully fermented.  
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The aim of this doctoral thesis is to evaluate the fermentative and 

antimethanogenic potential of different agro-industrial by-products such as grape 

pomaces and olive leaves using the in vitro gas production technique. These same 

variables are also analyzed in cereals with different starch structure (barley and corn). For 

this purpose, four studies with specific objectives were carried out, with the following 

results: 

 

Chapter I: the aim of this study was to evaluate the kinetics of gas production and 

methane production of 15 varieties of grape pomace (white and red), in order to 

select the least methanogenic varieties that can be added to the feedstuff for 

fattening lambs. For this purpose, two different fermentation periods were used, 

18 and 96 hours. The results obtained for gas production at 18 and 96 hours were 

different, with red marc: 59,77-104,28ml/g and white marc: 94,44-173,23ml/g 

respectively. Methane production was also different: 3,72-6,79 ml methane/g in 

red marc versus 9,66-26,08 ml methane/g in white marc. Therefore, a higher 

potential inhibition of gas and methane production is observed for the red marc 

group compared to the white marc group. 

 

Chapter II: the aim of this study was to evaluate the effect of the addition of different 

levels of grape pomace (1,25%, 2,5%, 5% and 7,5%) to a type of concentrate 

(barley). Four red grape pomaces (Tempranillo variety) obtained from different 

wineries were used. The mixtures were fermented for 18 and 96 hours to evaluate 

gas and methane yields in vitro. A quantitative inhibitory effect was observed for 

both parameters when 7,5% grape pomace was incorporated into the mixture, as 

well as a qualitative effect that varied according to the fermentation time. 

Therefore, the incorporation of grape pomace in ruminant fattening concentrates 

might be a possible alternative to the environmental problems of the agricultural 

sector within a green and circular economy model. 

 

 



  Resumen/Summary 

7 

 

Chapter III: The initial aim of this study was to evaluate the effect on the in vitro 

fermentative and methanogenic characteristics of the addition of different levels 

of olive leaves (2,5%, 5%, 7,5% and 10%) to one type of concentrate (barley). A 

conservation system was then designed based on olive leaf silage combining 

different levels of urea (2%, 4% and 6%) and molasses (2%, 4% and 6%). The 

fermentative, nutritive and methanogenic potential was evaluated and compared 

with the original fresh and dried by-product. The incorporation of 10% olive 

leaves in the concentrate decreased gas and methane production by 14,58% and 

26,78%, respectively. The silage formulated with 2% urea 2% molasses had the 

best nutritional value and %DMO compared to the rest of the formulations. In 

vitro methane production increased when the by-product was ensiled and 

decreased when it was dried. 

 

Chapter IV: the aim of this study was to evaluate the effects on ruminal fermentation of 

different levels of inclusion of corn starch in a barley/corn mixture system, as well 

as a commercial calf feedstuff based on in vitro analysis of gas and methane 

production. The barley/corn mixtures were fermented for 18h, while the feedstuffs 

were fermented for 18 and 96h. For the barley/corn mixtures, the lowest gas 

production level was observed in the 100% corn (207,97ml/g), increasing methane 

production by 0,11ml methane/g for each percentage point of barley added. In the 

feedstuff, after 18h fermentation, the lowest level of gas production was obtained 

in the control one (165,47ml/g), while the feedstuff with a higher starch level led 

to the lower methane production (15,76ml methane/g). After 96h of fermentation, 

the highest gas and methane production level (369,82ml/g and 161,22ml 

methane/g respectively) corresponded to the lowest starch level. The inclusion of 

corn in the calf feedstuff formulation limits on methane production in vitro.  
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1.-Introducción 

La actividad agroganadera juega un papel importante a nivel mundial. Este sector 

tiene el fuerte compromiso y la responsabilidad de proporcionar alimentos seguros y de 

calidad a toda la población. Sus actividades ligadas a la tierra, suponen el principal motor 

económico de la España rural, además de contribuir al mantenimiento y conservación de 

paisajes y ecosistemas de importante valor ambiental, en especial cuando se trata de 

sistemas de producción extensivos (Manzano, 2019). 

La región extremeña, destaca por censar el 21% del total de la cabaña ganadera 

rumiante del país, siendo la principal región productora de ganado ovino nacional (Figura 

1), con un total de 3.733.640 cabezas de ganado (MAPA, 2020). En el prisma de la 

producción agraria, la región despunta en cultivos como la vid o el olivo (ESYRCE, 2021) 

encabezando las primeras posiciones en cuanto a hectáreas de terreno cultivadas. 

Finalmente, como indicador real de la importancia del sector agroganadero en la región, 

hay que señalar que la tasa de empleo representa el 10,7% de la población activa, siendo 

el segundo sector con más peso en la región (Junta de Extremadura, 2021)  

 

 
Figura 1.- Distribución del censo ovino en España. Fuente: (MAPA, 2020). 
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Sin embargo, estas producciones ganaderas presentan el aspecto negativo de 

contribuir activamente al desarrollo del cambio climático, siendo este fenómeno uno de 

los mayores retos a los que se enfrena la población actual (Roca et al., 2019). Su 

contribución radica en la emisión de gases de efecto invernadero (GEI) a lo largo de la 

cadena de producción, siendo el metano (CH4), el principal GEI emitido por este sector y 

cuya principal fuente de generación es la fermentación ruminal (MITECO, 2021). Por 

otro lado, el desarrollo de las industrias transformadoras de materias primas agrarias, 

generan ingentes cantidades de subproductos agroindustriales que suponen un problema 

medioambiental y de gestión para las industrias (Barragán et al., 2008). 

Frente a esta problemática, se plantean diferentes estrategias con el fin de reducir 

las emisiones de GEI del sector primario, adaptando los sistemas productivos a las nuevas 

políticas agrarias centradas en la reducción del impacto medio ambiental. Dentro de ellas, 

existe un grupo enfocado en modificar la dieta de rumiantes.  

De este modo, la incorporación de subproductos ricos en sustancias bioactivas en 

la alimentación de rumiantes, podría ser una posible estrategia para mitigar las emisiones 

de CH4 ruminal, debido a las propiedades que presentan estos compuestos (Goel y 

Makkar, 2012). Además, esta estrategia presenta un doble beneficio, ya que permite 

reutilizar los excedentes de las industrias agroalimentarias, cerrando el ciclo productivo 

y generando un sistema de economía verde y circular, alcanzando el fin propuesto que 

radica en una producción más sostenible y resiliente con el medio ambiente. 

Las técnicas de fermentación in vitro, nos permiten obtener una estimación 

aproximada de la cinética de fermentación y producción de gas de un sustrato en el rumen; 

de este modo, podemos obtener resultados preliminares y analizar cuan eficaz resultan las 

estrategias planteadas de una manera previa a las pruebas in vivo (Jayanegara et al., 2012).  

En función de todo lo anterior, en la presente tesis doctoral con una orientación 

claramente práctica, se hace una valoración in vitro de la capacidad antimetanogénica de 

diferentes subproductos agroindustriales incorporados en la dieta de rumiantes, bien 

como parte del concentrado, o bien, como fuente de forraje, así como, el uso de diferentes 

fuentes de almidón en la formulación de concentrados de cebo y su influencia sobre la 

producción de CH4. 
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2.-Revisión bibliográfica 

2.1.-GEI: importancia y relación con la ganadería 

2.1.1- Cambio climático y gases de efecto invernadero 

El cambio climático, es definido, como un cambio del clima atribuido de forma 

directa o indirecta a las actividades antropogénicas y que se suma a la variabilidad natural 

climática histórica (ONU, 1992). Este fenómeno, consiste principalmente en el 

calentamiento del planeta a consecuencia del atrapamiento excesivo de calor en las capas 

más bajas de la atmósfera originado por los GEI. Estos GEI se encuentran de manera 

natural en la atmósfera, y, su principal función radica en absorber la radiación emitida, 

reteniendo calor y manteniendo la temperatura idónea para el desarrollo de la vida en el 

planeta (Kansri et al., 2018). Sin embargo, en las últimas seis décadas, se ha evidenciado 

que las actividades antropogénicas han contribuido de manera significativa a las 

emisiones de GEI, lo cual, ha provocado un incremento paulatino de la temperatura del 

planeta con el consiguiente cambio climático observado (Moss, 1994; Roca et al., 2019). 

Los efectos atribuidos al cambio climático son diversos y evidentes (Roca et al., 

2019), tales como: 

• Aumento de la temperatura global del planeta, de manera continua y progresiva, 

tanto en continentes como en mares y océanos, ocasionando el deshielo de los 

glaciares y, por ende, el aumento del nivel del mar. 

• Mayor frecuencia de fenómenos meteorológicos extremos e impredecibles, como 

lluvias torrenciales y largos periodos de sequía. 

• Riesgo de extinción de determinadas especies animales y plantas, debida a la 

degradación de los ecosistemas y la reducción de las condiciones hídricas de 

muchas regiones. 

• Amenaza de las producciones agrarias y ganaderas, ya que los fenómenos 

meteorológicos extremos comprometen la productividad agraria, así como la 

salud y el abastecimiento de comida de la cabaña ganadera. 

• Incremento e intensificación de incendios forestales. 
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• Problemas de salud, asociados a la polución, causando enfermedades 

cardiovasculares y respiratorias, así como, la aparición de enfermedades 

transmitidas a través de vectores como mosquitos y otros insectos. 

Por lo tanto, en su conjunto, supone un cambio drástico de las condiciones 

ambientales observadas hasta hoy. 

Los principales GEI son: vapor de agua, dióxido de carbono (CO2), metano (CH4), 

óxido nitroso (N2O), hidrofluorocarbonos (HFC), perfluorocarbonos (PFC) y 

hexafluoruro de azufre (SF6), siendo el CO2, el que presenta una mayor concentración en 

la atmósfera, seguido del CH4 y del N2O (Figura 2).  

 

 

Figura 2.- Concentración de GEI en la atmósfera. Elaboración propia, fuente: (MITECO, 

2021). 

 

Sin embargo, no todos los GEI presentan el mismo potencial de calentamiento ni 

el mismo tiempo de permanencia en la atmósfera, por lo que se ha llegado a promover y 

establecer una normalización de los diferentes GEI en términos de su Potencial de 

Calentamiento Global (PCG), el cual, se define como el efecto de calentamiento integrado 

a lo largo del tiempo que produce hoy una liberación instantánea de 1kg de un GEI, en 

comparación con el causado por el CO2. De esta forma, se pueden tener en cuenta los 

efectos térmicos, de cada gas, así como sus diferentes periodos de permanencia en la 

atmósfera. El CO2 se consideró como GEI de referencia, asociándole un valor de PCG de 

1, en el caso del CH4 su valor de PCG es de 25, mientras que el del N2O es 298. Así, 1kg 
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CH4 equivale a 25kg CO2 y 1kg N2O equivale a 298kg CO2 (IPCC, 2013; 

ECONOMETRICA, 2015). 

Por otro lado, el peso de las emisiones de GEI de origen antropogénico varía en 

función del sector de procedencia. A nivel global, las cadenas de suministro ganadero 

contribuyen, de forma notoria, al total de las emisiones provocadas por el ser humano. Se 

estima que son responsables de la emisión de 7,1 gigatoneladas (GT) de CO2 equivalente 

(CO2-eq) por año. Esto equivale al 14,5% de las emisiones inducidas por el hombre 

(Gerber et al., 2013). A nivel mundial, el ganado vacuno es el principal contribuyente de 

emisiones en el sector ganadero con alrededor de 4,6GT de CO2-eq, lo que supone el 65% 

de las emisiones derivadas de las actividades pecuarias (Gerber et al., 2013). 

En la Figura 3 se representan las emisiones globales de las cadenas de suministro 

ganadero por categorías. Se observan los porcentajes respectivos para los diferentes 

procesos que contribuyen al total de emisiones producidas. De mayor importancia resulta 

la fermentación entérica, seguida del manejo de los suelos y la elaboración de piensos. 

 

 

Figura 3.- Emisiones de GEI globales en las cadenas de suministro ganadero. Fuente: (Gerber 

et al., 2013). 
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Centrándonos en el panorama nacional, los últimos datos aportados sobre las 

emisiones generadas por los diferentes sectores, apuntan que, el sector con mayor peso 

global es el del transporte (26,9%), seguido de las actividades industriales (24,3%), la 

generación de electricidad (13,7%), la agricultura y ganadería en conjunto (12,0%), el 

consumo de combustibles en el sector residencial, comercial e institucional (8,9%), y los 

residuos (4,4%) (MITECO, 2021). 

En cuanto al sector agroganadero, en el año 2019, registró una emisión de 

37.794,5KT CO2-eq, en cuyo desglose (Figura 4), podemos observar que el CH4 

encabeza el ranking de gases emitidos, seguido del N2O y en menor medida el CO2. Del 

total de CH4 emitido, un 68,4% procede de la fermentación entérica, 29,69% es producido 

por la gestión de estiércoles, el 1,81% por el cultivo del arroz, mientras que el 0,096% 

restante procede de la quema de residuos agrícolas, por lo cual, la ganadería y, 

especialmente los rumiantes, son los principales focos emisores de GEI de este sector 

(MITECO, 2021). 

 

 

 
 

Figura 4.- Emisiones nacionales de GEI del sector agroganadero, fuentes de emisión de CH4. 

Elaboración propia, fuente : (MITECO, 2021). 
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2.1.2-Rumiantes como generadores de CH4 

Los rumiantes se caracterizan por presentan un sistema digestivo policavitario, 

formado por tres preestómagos (rumen, retículo, omaso) y un verdadero estómago 

glandular (abomaso) (Figura 5). Esta particularidad anatómica, les permite obtener 

energía a partir del material fibroso, a través de los procesos fermentativos llevados a 

cabo por los microorganismos que hospedan el saco ruminal (Choudhury et al., 2015; 

Owens y Basalan, 2016). 

 

Figura 5.- Vista lateral derecha de un bovino adulto. Diferentes segmentos anatómicos del 

aparato digestivo: esófago, retículo, rumen, omaso y abomaso. Fuente: (Membrive, 2016). 

 

2.1.2.1-Microbiota ruminal 

El ecosistema ruminal es bastante complejo, se caracteriza por ser un medio 

anaeróbico, con una temperatura entre 38-40ºC y un nivel de acidez que fluctúa entre pH 

5,5-7, controlado por el efecto tampón que ejerce la saliva (Palma-Hidalgo et al., 2021). 

El grupo de microorganismos que habitan en el rumen es muy numeroso. Existe una gran 

variedad de especies y géneros de bacterias, protozoos, hongos, metanógenos y 

bacteriófagos. 
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Tabla 1.- Clasificación de las bacterias ruminales en función del sustrato degradado. 

Fuente: (Relling y Mattioli, 2003). 

 

BACTERIAS FUNCIONALIDAD 
PRODUCTOS DEL 

METABOLISMO 

Celulolíticas 
Fermentan 1H.C fibrosos (celulosa, 

hemicelulosa, pectinas) 
2AGV (acético) 

Amilolíticas 
Fermentan H.C de reserva de granos 

(almidón) 
AGV (propiónico) 

Sacarolíticas 
Fermentan H.C simples (azúcares 

vegetales) 
AGV (butírico) 

Lactolíticas Metabolizan en lactato AGV (propiónico) 

Lipolíticas Metabolizan las grasas 
Ácidos grasos libres y AGV 

(propiónico) 

Proteolíticas Degradan las proteínas AGV y NH3 

Metanógenas Producen CH4 CH4 

Ureolíticas Hidrolizan urea CO2 y NH3 

1H.C: hidratos de carbono.; 2AGV: ácidos grasos volátiles 

 

 

Las bacterias son el grupo de microrganismos más abundante del rumen, 

representan aproximadamente la mitad de la biomasa ruminal y su concentración oscila 

entre 108 y 1011/g de líquido ruminal (Nagaraja, 2016). La amplia variedad de especies 

que cohabitan en el rumen pueden ser clasificadas bajo diferentes criterios, uno de ellos, 

se basa en el tipo de sustrato fermentado (Tabla 1), aunque esta clasificación no es 

excluyente, ya que, una misma especie bacteriana puede cumplir más de una función 

metabólica. Su papel en la fermentación ruminal, es esencial, ya que intervienen en la 

degradación de la mayoría de los componentes del alimento (H.C fibrosos y H.C no 

fibrosos, proteínas y lípidos), además, de llevar a cabo la síntesis de proteína microbiana 

a partir de fuentes de nitrógeno no proteicos (NNP), principalmente amoníaco (NH3) 

(Zhou et al., 2015). Dentro de las condiciones que caracterizan al ecosistema ruminal, el 

pH es un factor fundamental e influyente que afecta de manera directa al crecimiento y 

desarrollo de la actividad bacteriana. De este modo, encontramos un mayor desarrollo y 
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actividad de la flora celulolítica a pH>6,0, mientras que la flora amilolítica necesita pH 

más ácidos (pH<6,0) (Granja-Salcedo et al., 2016). 

Los protozoos (la mayoría de las especies son ciliados) se encuentran en 

concentraciones del orden de 104 a 106/g de líquido ruminal, inferior a la concentración 

bacteriana, si bien, por su gran tamaño, representan una masa total similar a la bacteriana 

(Wright, 2015; Nagaraja, 2016). Estos microorganismos se desarrollan a pH superiores a 

6 y son implantados en el rumen desde el medio que rodea al animal. Desde el punto de 

vista metabólico, se diferencian de las bacterias por presentar una menor actividad 

celulolítica, además de no ser capaces de sintetizar proteínas a partir del NNP. Su 

principal función radica en la fermentación amilolítica, debido a que consumen bacterias 

amilolíticas, a la vez que fagocitan gránulos de almidón (Relling y Mattioli, 2003). 

Los hongos representan el 8% de la microbiota ruminal (Nagaraja, 2016). La baja 

densidad de estos microorganismos en el rumen se asocia a su lento proceso de 

multiplicación en comparación con el de las bacterias. Estos microorganismos intervienen 

principalmente en la degradación de la fibra (Fliegerova et al., 2015). 

Los metanógenos son microorganismos del dominio Archaea diferenciados 

filogenéticamente de las bacterias, hongos y protozoos. Carecen de peptidoglicano y 

tienen estructuras lipídicas inusuales (Cersosimo y Wright, 2015). Los metanógenos 

constituyen alrededor del 2-4% de la población bacteriana del rumen (105-108/g de líquido 

ruminal). El metanógeno más prevalente y mejor caracterizado en el rumen es 

Methanobrevibacter ruminantium. La mayoría de las especies de metanógenos pueden 

crecer utilizando hidrógeno (H2) y formiato como fuentes de energía para reducir el CO2 

y formar CH4 (Nagaraja, 2016; Min et al., 2020). 

Los bacteriófagos son virus compuestos de ácidos nucleicos (ADN o ARN, de 

cadena simple o doble) y proteínas. Su concentración en el rumen está en torno a 1011-

1012/g de líquido ruminal (Gilbert y Klieve, 2015). En cuanto a su función, es posible que 

contribuyan al reciclaje de nutrientes y tengan alguna influencia en la composición de 

especies o de la población bacteriana en el rumen (Nagaraja, 2016). 

Todos estos microorganismos interactúan de forma cooperativa dentro de este 

complejo ecosistema, con el fin de maximizar la eficiencia fermentativa del alimento y 

donde la acción de una especie sobresale de otra en función de las condiciones 
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ambientales que se den en el rumen, determinadas principalmente por el tipo de sustrato 

fermentado (De Blas et al., 2008). 

Dentro de los diferentes nutrientes que componen la dieta de un rumiante, los 

hidratos de carbono junto con las proteínas constituyen los principales sustratos 

fermentables por los microorganismos. A partir de ellos, obtienen energía y nitrógeno 

para su crecimiento. 

 

2.1.2.2-Fermentación hidratos de carbono 

Los hidratos de carbono conforman la mayor parte de la dieta de los rumiantes y 

suponen la principal fuente de energía tanto paro los microorganismos como para el 

animal (Rotger, 2004). 

Desde el punto de vista nutricional, estos compuestos se pueden clasificar en 

fibrosos (corresponden a la fibra neutro detergente (F.N.D) de Van Soest, (1982)) y no 

fibrosos (Figura 6). 

 

 

Figura 6.- Clasificación de los hidratos de carbono. Elaboración propia, fuente: (Van Soest, 

1982) 
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Los hidratos de carbono son hidrolizados extracelularmente en pequeños 

oligómeros y monómeros por la acción de las enzimas bacterianas y fúngicas. 

Seguidamente son transportados al interior de la célula para su posterior metabolización. 

Tras su catabolismo, producen ácidos AGV (Figura 7), que son excretados al medio 

ruminal y posteriormente absorbidos a través de la pared ruminal, constituyendo el 60% 

de la energía absorbida en el aparato digestivo. Los AGV son el ácido fórmico, acético, 

láctico, propiónico, butírico, isobutírico, 2-metil butírico, valérico, isovalérico, caproico 

y caprílico, siendo el acético, propiónico y butírico los que se producen en mayor 

cantidad. La producción de un tipo de AGV u otro va a depender de la composición de la 

dieta, la actividad microbiana y el pH del medio. 

Cuando la dieta se compone principalmente de forrajes o pastos, donde predomina 

la concentración de carbohidratos fibrosos, se genera una fermentación lenta con un 

mayor estimulo de la rumia. Esta digestión es llevada a cabo principalmente por bacterias 

celulolíticas y hongos, los cuales, desarrollan su actividad a pH altos (pH>6,0), dando 

lugar a una mayor proporción de ácido acético (60-75%) en comparación con el 

propiónico (15-19%) y butírico (8-16%) (Nozière et al., 2011). El acético se convierte en 

triglicéridos en los adipocitos, donde se almacena como grasa y a nivel de la glándula 

mamaria también se transforma en grasa (Membrive, 2016). 

En el caso de dietas basadas en concentrados, donde existe un predominio de 

carbohidratos no fibrosos (almidón y fructanos principalmente), se genera una 

fermentación rápida por las bacterias amilolíticas, produciendo una alta cantidad de AGV 

y dando lugar a un descenso del pH ruminal (pH<6,0). La velocidad de fermentación y la 

acidificación del pH va a depender del tipo de grano y la estructura de su endospermo, así 

como de su procesamiento (Cheng et al., 1991;Xu et al., 2019). La acidificación del 

medio ruminal es el gran riesgo que presentan este tipo de dietas, ya que disminuyen el 

estímulo de rumia, y, por ende, el efecto tampón que ejerce la saliva sobre el líquido 

ruminal, limitando el desarrollo de la flora celulolítica y causando fenómenos patológicos 

como la acidosis ruminal (Días y Durante, 2015). 
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Figura 7.- Fermentación de los carbohidratos en el rumen. Elaboración propia, fuente (Leek, 

2009) 
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Los protozoos también intervienen en el proceso digestivo del almidón, estos 

microorganismos actúan fagocitando los gránulos de almidón y fermentándolos 

lentamente, contribuyendo a ralentizar el ritmo de fermentación del almidón evitando 

grandes fluctuaciones de pH (Wright, 2015).  

El principal AGV resultante de la fermentación de este tipo de carbohidratos es el 

propiónico. Este AGV se convierte en glucosa en el hígado, constituyendo la principal 

fuente de energía en los tejidos musculares y se transforma en lactosa a nivel de la 

glándula mamaria para la producción de leche (Membrive, 2016).  

Las pectinas tienen un elevado contenido energético y son fermentadas 

rápidamente, sin embargo, a diferencia de los almidones, el acetato es el principal 

producto de su fermentación, lo que reduce el riesgo de acidosis (Van Soest, 1982). 

Los azúcares simples (presentes en pulpas, melazas, hierbas jóvenes, etc), 

fermentan rápidamente por la flora sacarolítica generando butírico como AGV 

predominante. El butírico es utilizado principalmente por las células epiteliales ruminales 

(95%) y el resto (5%) va al torrente sanguíneo donde se convierte en cuerpos cetónicos 

(cetonas) y ácidos grasos de cadena larga en el hígado. Las cetonas están disponibles 

como fuente de energía para los rumiantes y, al igual que el acetato, también se convierten 

en triglicéridos en los adipocitos y en la glándula mamaria de estos animales (Membrive, 

2016). 

2.1.2.3-Fermentación de proteínas. 

La proteína es un componente esencial en la dieta de los rumiantes. Este nutriente 

satisface las necesidades de nitrógeno de los microorganismos ruminales, que pueden ser 

cubiertas con fuentes de nitrógeno tanto proteico como NNP, a la vez que aporta 

aminoácidos al animal, los cuales, pueden ser de origen microbiano o bien dietético 

(Egaña y Morales, 1986). 

El nitrógeno utilizado por los microorganismos ruminales podemos agruparlos en 

dos grandes grupos: NNP (procedente de la urea y parte del alimento) y nitrógeno proteico 

(procedente del alimento, células de descamación epiteliales y las mucoproteínas 

salivares). El nitrógeno proteico se divide en una porción degradable, que aporta 

aminoácidos, péptidos y NH3 a los microorganismos, y una porción no degradable, que 

es aprovechada directamente por el animal (Rotger, 2004) (Figura 8). 
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Figura 8.- Degradación y fermentación de los compuestos nitrogenados en el rumen. Síntesis de 

proteína microbiana. Adaptado, fuente: (Rotger, 2004). 
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Las proteínas son hidrolizadas en el rumen principalmente por bacterias, aunque 

protozoos y hongos también intervienen en el proceso, dando lugar a polipéptidos. Los 

polipéptidos, son degradados por las peptidasas microbianas en oligopéptidos y 

finalmente en aminoácidos. Los oligopéptidos son degradados intracelularmente hasta 

NH3 o bien son incorporados a la síntesis proteica ex novo. 

En cuanto a los aminoácidos presentes en el líquido ruminal, la mayoría proceden 

de la síntesis microbiana ex novo tras la degradación de los péptidos. Estos compuestos 

se pueden metabolizar y producir AGV, CO2 y NH3 (Membrive, 2016). 

El NH3 es utilizado por los microorganismos ruminales como fuente de NNP, pero 

cuando la concentración de NH3 aumenta en el rumen, este pasa al torrente sanguíneo a 

través de las paredes del rumen, para su conversión en urea en el hígado, liberada a través 

de la saliva y la orina, aumentando la excreta de NNP (Owens y Zinn, 1988).  

 

2.1.2.4-Fermentación de lípidos 

Los alimentos vegetales, en general, presentan una baja concentración de lípidos, 

entre los que predominan galactolípidos, triglicéridos y fosfolípidos.  

Estos compuestos son rápidamente hidrolizados en el rumen por las lipasas y 

esterasas (producidas por las bacterias y protozoos). En este proceso se libera glicerol, 

ácidos grasos y galactosa (en el caso de los galactolípidos). El glicerol es fermentado 

produciendo AGV. Seguidamente, los ácidos grasos insaturados sufren un proceso de 

biohidrogenación. Este proceso depende de la cantidad de ácidos grasos poliinsaturados 

que lleguen al rumen y del pH ruminal (Atikah et al., 2018) (Figura 9). 

Los ácidos grasos que no son biohidrogenados son incorporados al propio soma 

bacteriano, pasando a ser una fuente de ácidos grasos esenciales para los 

microorganismos, utilizados para sintetizar sus membranas plasmáticas. 

Debido al pH ácido del rumen los lípidos se saponifican formando jabones 

insolubles de calcio y de magnesio, y esta es la forma como el 70 a 80 % de los lípidos 

abandonan el rumen. El resto de los lípidos llegan al abomaso como fosfolípidos, 

especialmente de origen microbiano. 
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Figura 9.- Fermentación de compuestos lipídicos en el rumen. Adaptado, fuente: (Nagaraja, 

2016). 
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La producción de CH4 va a variar en función de la especie animal, el consumo de 

materia seca y el tipo de dieta que consuma. Todo ello influye en la eficiencia 

fermentativa del rumen, produciéndose un tipo de AGV u otro, y, por ende, la 

concentración de H2 fluctuará.  

Este gas resulta inerte tanto para los microorganismos ruminales como para el 

animal, siendo eliminado del rumen mediante el eructo. En la digestión del tracto 

digestivo posterior, también se genera CH4, del cual, un 89% es expulsado vía 

respiratoria, al pasar al torrente sanguíneo a través de la pared intestinal, mientras que el 

11% restante es expulsado por el ano (Figura 10) (De Blas et al., 2008). 

Además del impacto medioambiental que supone la emisión de este GEI a la 

atmósfera, la formación de CH4 ruminal genera altas pérdidas energéticas que oscilan 

entre el 2-12% de la energía bruta del alimento que puede ser potencialmente utilizada 

por el animal (Hristov et al., 2015; Moumen et al., 2016), debido al potencial energético 

que presenta el CH4 (Figueroa et al., 2007). 

 

 

 

 

Figura 10.- Formación y excreción de CH4 en el aparato digestivo de animal rumiante. Fuente 

(MAPA, 2016). 
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Frente a este escenario, la comunidad científica plantea diferentes estrategias con 

el fin de reducir las emisiones de CH4 procedentes de la fermentación ruminal, entre ellas 

encontramos: 

Estrategias basadas en la dieta 

• Aumento de la ingestión de materia seca: el aumento de la ingestión de materia 

seca conlleva un aumento de la velocidad de tránsito del alimento, reduciendo el 

tiempo de estancia en el rumen y, por consiguiente, disminuye la fermentación 

ruminal y la producción de H2, dando como resultado una disminución de la 

producción de CH4 (Benchaar et al., 2001; Aluwong et al., 2011). Sin embargo, 

esta medida es un poco discutible, ya que no todos los alimentos presentan la 

misma velocidad de tránsito (Owens y Hanson, 1992), además, el aumento en 

dicha velocidad produce una reducción en la digestibilidad del alimento 

(McDonald et al., 2010). 

• Relación concentrado/forraje: una mayor proporción de concentrado en la dieta 

desencadena un aumento de la velocidad de fermentación, un descenso del pH y, 

una disminución del efecto tampón directo (L.A.D y pectina de la dieta) o 

indirecto (rumia estimulada por la presencia de partículas largas y/o groseras). 

Todo ello, da lugar a una proliferación de la flora amilolítica y reducción de la 

celulolítica, generando una mayor proporción de propiónico frente a acético, 

influyendo en la cantidad de H2 liberado, y por tanto, en la formación de CH4. Si 

la producción ruminal de AGV tiende a una menor producción de acetato en 

relación con el propionato, es decir, una relación acetato:propionato más baja, el 

equilibrio neto de H2 en el rumen disminuye y reduce la formación de CH4 (De 

Blas et al., 2008; Aluwong et al., 2011; Broucek, 2018; Min et al., 2020). Este 

efecto ha sido demostrado por varios autores (Yan et al., 2000; Wallace et al., 

2014; Roehe et al., 2016). La contrapartida de esta estrategia, radica en la 

disminución del uso de forrajes a favor de los concentrados, así como, el aumento 

de los costes de producción. 

• Estrategias sobre el forraje: el consumo de forraje aumenta la produccion de CH4 

ruminal debido a un mayor tiempo de permanecia en el rumen y una mayor 

produccion de acético, aumentando la concentración de H2 en el rumen. Sin 
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embargo, se ha demostrado que es posible reducir la cantidad de H2 aplicando 

determinadas estrategias sobre los forrajes, como pueden ser: 

o Procesamiento: el picado y peletizado de los forrajes facilita la salida del 

rumen y la tasa de fermentación, al mismo tiempo, da lugar a una 

reducción de la rumia, acidificando el contenido ruminal y reduciendo la 

relación acético/propiónico, ejerciendo un efecto añadido al procesado del 

forraje, que se traduce en una reducción de CH4 (De Blas et al., 2008). La 

pérdida de CH4 por unidad de dieta puede reducirse entre un 20 y un 40% 

utilizando forraje molido o peletizado a altas ingestas debido a la mayor 

velocidad de tránsito ruminal (Shibata y Terada, 2010). 

o Método de conservación: es un factor influyente sobre la cantidad de CH4 

emitido, siendo menor cuando los forrajes se ensilan que cuando son 

desecados. La extensa fermentación producida durante el periodo de 

ensilado reduce la digestión fermentativa a nivel ruminal (Shingfield et 

al., 2002). En un ensayo realizado por Benchaar et al. (2001) obtuvieron 

una reducción del 33% de la producción total de CH4 al sustituir heno de 

alfalfa por ensilado de alfalfa. 

o Maduración del forraje: el consumo de forrajes jovenes disminuye la 

produccion de CH4, debido a una mayor concentración de azúcares 

solubles y ácido linoleico. A medida que estos maduran, la concentración 

de hidratos de carbono estructurales aumenta (Martin et al., 2010; Mirzaei 

y Maheri, 2016). Estudios realizados por Robertson y Waghorn (2002) 

mostraron que la producción de CH4 de vacas lecheras en pastoreo, 

aumentaba con la madurez del forraje, de 5% a 6,5% de la ingesta de 

energía bruta en primavera y verano respectivamente.  

 

• Utilizar concentrados amiláceos de degradación lenta: la estructura 

tridimensional del almidón varía según la especie y variedad vegetal, aquellos 

almidones con estructura muy compacta (maíz) resultan menos degradables en 

rumen y escapan parcialmente sin ser fermentados, disminuyendo la producción 

de CH4. Esto ha sido probado por autores como Carro y Ranilla (2003), quienes 

encontraron una mayor producción de CH4 in vitro al fermentar cebada frente al 
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maíz. Restrepo et al. (2016) obtuvieron resultados similares al analizar diferentes 

fuentes de energía de la dieta para rumiantes, siendo la dieta que contenía maíz la 

menos metanogénica. Probablemente es la medida con menos contraindicaciones, 

en una fórmula concreta, salvo el efecto que pudiera tener el precio de un cereal 

frente a otro. 

 

Actuación sobre los microorganismos del rumen 

• Aditivos químicos: antibióticos ionóforos como la monensina han sido 

ampliamente estudiados. Estos compuestos añadidos a dietas de rumiantes se ha 

demostrado que mejoran la eficiencia de utilización del alimento, a la vez que, 

reducen la producción de CH4 (Mathison et al., 1998; Moss et al., 2000). Este 

efecto está asociado a una la reducción selectiva de ruminococos Gram-positivos, 

y la proliferación de bacterias Gram-negativas, lo cual, produce un cambio en la 

fermentación aumentando la producción de propionato y reduciendo la formación 

de acetato (Boadi et al., 2004). Estudios llevados a cabo por Sauer et al. (1998) 

quienes incorporaron monensina en concentraciones de 24 ppm en dietas de vacas 

de leche, determinaron una disminución en la producción de CH4 de un 21% en 

los animales que consumían dicha dieta respecto a los animales del lote control. 

En este mismo estudio se observó un aumento de la producción de leche en el lote 

tratado. El 3-nitroxipropanol (3NOP) es otro aditivo químico con capacidad 

antimetanogénica, la cual, ha sido demostrada en numerosos estudios, su 

incorporación en la dieta de rumiantes no afecta ni a la ingestión de materia seca 

ni a los índices productivos (Patra et al., 2017; Van Wesemael et al., 2019; Melgar 

et al., 2020). 

Esta medida se ve limitada por la posible aparición de residuos en productos de 

origen animal para consumo humano, lo cual, lleva a ciertas restricciones legales 

como la retirada del uso de antibióticos en la Unión Europea desde enero de 2006 

(EC 2003). 

• Vacunación del animal: la vacunación del animal rumiante contra las bacterias 

metanógenas es otro enfoque para la mitigación de las emisiones de CH4. La 

bovicina tiene propiedades de modificación de los microorganismos del rumen 
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similares a agentes antibacterianos naturales como las bacteriocinas, producidas 

por las bacterias ruminales Streptococcus bovis (Lee et al., 2001). La bovicina 

puede inhibir la producción de CH4 hasta en un 53% (Kobayashr, 2010). Aunque 

el concepto resulta atractivo, hasta la fecha hay pocas evidencias reales de la 

eficacia de estas vacunas contra metanógenos sobre la producción de CH4 in vivo 

(Goopy, 2019). 

• Aditivos naturales: estos aditivos son compuestos bioactivos presentes en plantas, 

subproductos, etc. Entre estos compuestos podemos encontrar saponinas, taninos, 

aceites esenciales, compuestos órganosulfurados y flavonoides (Patra y Saxena, 

2010). Estos compuestos disminuyen la producción de CH4 en los rumiantes, 

mejoran la eficiencia alimentaria y el uso de nutrientes, disminuyendo la 

degradación de las proteínas de la dieta (Benchaar et al., 2008). Existe numerosa 

literatura científica que avala su acción antimetanogénica tanto in vitro como in 

vivo (Jayanegara et al., 2011; Tan et al., 2011). 

 

Sobre el animal 

• Aumento de la producción: el aumento de la productividad animal puede ser una 

estrategia eficaz para reducir las emisiones de CH4, siempre y cuando estas 

emisiones se cuantifiquen por unidad de producto ganadero, es decir, por 

kilogramo de carne o por litro de leche producido (Aluwong et al., 2011; Broucek, 

2018). Este aumento en la productividad individual puede conseguirse mediante 

métodos de selección genética, que, en el caso de animales de producción cárnica 

tiene como objetivo acortar los periodos productivos llegando a pesos de sacrificio 

a edades tempranas (Lovett y O’Mara, 2002). La mejora en las condiciones de 

salud, así como la mejora de los índices de fertilidad son también importantes para 

conseguir este objetivo. 

• Gestión genética de poblaciones microbianas: hay evidencias de la existencia de 

individuos o rebaños con una población microbiana ruminal con mayor o menor 

capacidad metanogénica, por tanto, una selección adecuada podría generar 

animales con menor producción natural de CH4 (Roehe et al., 2016). 
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2.2.-Subproductos agrícolas: valor alimenticio, limitaciones y 

oportunidad frente a GEI 

La labor de la actividad agroindustrial radica en la obtención, transformación y 

distribución de materias primas, generando en cada uno de estos procesos una serie de 

residuos (sólidos o semisólidos), denominados subproductos agroindustriales (Vargas y 

Pérez, 2018). 

Estos subproductos se generan en grandes volúmenes y de manera estacional, 

constituyendo potentes focos de contaminación con ciertos riesgos para la salud si no son 

procesados de manera adecuada (Guerrero y Valenzuela, 2011). Algunos de estos 

residuos son quemados, liberando altas cantidades de GEI a la atmósfera, o bien, son 

transportados a vertederos, lo cual, supone una potente fuente de contaminación, debido 

a la gran masa de material con alta carga orgánica, que, dificulta el proceso de 

descomposición, y, a su vez, provoca la formación de lixiviados, contaminando los cursos 

de aguas (tanto en fuentes superficiales como subterráneas), generando malos olores con 

la consecuente atracción de insectos y plagas entre otros efectos negativos (Barragán et 

al., 2008). 

Debido al impacto medioambiental que supone la no gestión de estos 

subproductos, se han venido desarrollando diferentes alternativas con el fin de revalorizar 

y aprovechar estos residuos en función de sus propiedades fisicoquímicas. Entre estas 

alternativas se encuentran: 

Elaboración de bioenergéticos: empleados para la producción de biocombustibles, 

como el bioetanol, biodiesel, biogás, etc. (Muñoz et al., 2013). Los bioenergéticos 

contribuyen a la reducción del uso de los combustibles fósiles, a la disminución 

de emisiones de GEI y al incremento de la competitividad de la economía. 

Extracción de compuestos bioactivos: tales como extractos fenólicos, fibras 

alimentarias, aceites esenciales, etc., presentes en muchos subproductos de esta 

índole. Estos compuestos pueden ser utilizados como fuente de ingredientes 

funcionales en diferentes alimentos debido a las propiedades saludables que 

presentan (Garavaglia et al., 2016; Sirohi et al., 2020). 
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Elaboración de biochar: este compuesto se origina tras un proceso de pirólisis 

anaeróbica de residuos agrícolas. Entre las numerosas ventajas que presenta este 

compuesto, destaca la mejora de la calidad del suelo, ya que estimula la actividad 

de microorganismos beneficiosos, aportando carbono a este (Sirohi et al., 2020). 

Síntesis de biopolímeros: el uso de subproductos como materia prima para la obtención 

de biopolímeros supone una reducción en los costos de producción, además de su 

utilidad en la formación de bioplásticos como alternativa al uso de plásticos 

derivados del petróleo (Sirohi et al., 2020). 

Elaboración de compost: la producción de compost puede reducir, o incluso eliminar, el 

uso de fertilizantes químicos, ya que tiene la capacidad de mejorar las condiciones 

fisicoquímicas del suelo aumentando su fertilidad (Rosas-Calleja et al., 2016). 

Además, puede prevenir la eutrofización en diferentes fuentes hídricas, 

ocasionada por la escorrentía de fertilizantes utilizados en diversos cultivos. 

Alimentación animal: esta medida viene practicándose a lo largo del tiempo. Los 

subproductos agroindustriales se caracterizan por presentar un alto contenido en 

materia orgánica rica en fibras vegetales, que permiten ser aprovechados por el 

ganado rumiante, transformándolos en nuevos productos de utilidad para los 

humanos (carne, leche, huevos, lana, cuero, etc.), generando una optimización de 

los recursos en consonancia con las nuevas tendencias que implican la utilización 

de una economía verde y circular (DePeters et al., 2000; Condren et al., 2019). 

Otro de los beneficios que aporta esta práctica radica en una reducción en los 

costes y, por tanto, un mayor rendimiento económico de las explotaciones 

ganaderas (DePeters et al., 2000). Además, esta medida puede ser una alternativa 

a la temporalidad de los pastos, ya que permite cubrir parte de las necesidades 

nutricionales en las épocas de carestía (principalmente de junio-octubre) que se da 

en la región extremeña, así como, en aquellos terrenos pobres donde la 

productividad es escasa (Condren et al., 2019; Cabo et al., 2020). A pesar de ello, 

solo un bajo porcentaje de la producción total de subproductos generados se 

destina a dicho fin, debido principalmente a la falta de tipificación que dificulta 

su valoración nutritiva, incorporándose en piensos de mantenimiento de rumiantes 
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o para cubrir parte de las exigencias de fibra en dietas de conejos, aunque con 

intentos de su incorporación a piensos de producción (López, 2011). 

Tal y como se ha citado en el apartado anterior (2.1.2.5) , una de las alternativas 

para reducir la metanógesis ruminal es la utilización de aditivos naturales o sustancias 

bioactivas presentes en plantas y/o subproductos (taninos, saponinas y aceites esenciales) 

incluyéndolos como parte de la dieta, debido a sus efectos sobre la fermentación y los 

microrganismos ruminales (Patra y Saxena, 2010; Ortiz et al., 2014) 

Los taninos son metabolitos polifenólicos secundarios naturales, presentes en la 

corteza, madera, frutos, hojas, flores y raíces de una gran variedad de plantas y 

subproductos.  

Desde el punto de vista químico, es difícil definir los taninos ya que este término 

abarca oligómeros y polímeros muy diversos (Zhou et al., 2011). Se podría decir que los 

taninos son un grupo heterogéneo de compuestos fenólicos de alto peso molecular que se 

identifican por su capacidad para formar complejos reversibles o irreversibles con 

proteínas principalmente, pero también con polisacáridos, alcaloides o ácidos (Frutos et 

al., 2004; Naumann et al., 2017) y por precipitar proteínas (Herderich y Smith, 2005). 

De acuerdo con su estructura, los taninos pueden dividirse en dos clases de 

macromoléculas: taninos hidrolizables (galotaninos, elagitaninos, taninos complejos) 

(Yoshida et al., 2000) y taninos condensados: son proantocianidinas oligoméricas o 

poliméricas formadas por el enlace C-4 de una catequina con el C-8 o C-6 de la siguiente 

catequina monomérica. Biosintéticamente, los taninos condensados se forman por la 

condensación sucesiva de los bloques de construcción individuales, con un grado de 

polimerización que varía entre dos y más de cincuenta bloques. El patrón de acoplamiento 

de las unidades de catequina en taninos condensados puede variar considerablemente. 

La inclusión de taninos en la dieta de rumiantes puede tener un efecto perjudicial 

o beneficioso, lo cual, va a depender del tipo de tanino, la concentración, el peso 

molecular, y la estructura, así como del tipo de componentes que presente la dieta (Frutos 

el al.,2004; Mueller-Harvey, 2006). 

Los efectos perjudiciales se han observado a partir de concentraciones superiores 

a 50 g/Kg M.S de taninos condensados (Lee et al., 1992; Silanikove et al., 1994; Lima et 

al., 2019) y se reflejan en:  
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Reducción de la ingesta voluntaria de alimento: producida por varios mecanismos; por 

un lado, la formación de complejos entre los taninos y mucoproteínas salivares 

o con los receptores gustativos, generan una sensación de astringencia, que 

aumenta la producción de saliva, reduciendo la palatabilidad e ingestión de 

alimentos (McMahon et al., 2000). Por otro lado, un enlentecimiento de la 

digestión de la materia seca en el rumen, lo cual, perjudica el vaciado del tracto 

digestivo, generando signos de repleción y actuando sobre los centros nerviosos 

encargados del control de la ingestión (Waghorn et al., 1994). El desarrollo de 

aversiones condicionadas, provocadas por los efectos negativos post-pandriales 

causados por estos compuestos (Launchbaugh et al., 2001). En estudios realizados 

por Waghorn et al., 1994) observaron que el consumo de 55g de taninos 

condensados por kg de materia seca era suficiente para reducir la ingestión de 

alimento en ovejas pastando Lotus pedunculatus. 

Reducción de la digestibilidad: este efecto no se refleja por igual en todos los 

componentes de la dieta, siendo más claro en el caso de las proteínas (McSweeney 

et al., 2001). Las variaciones de la digestibilidad como consecuencia de los 

taninos se asocian fundamentalmente con cambios en el patrón de fermentación 

ruminal y también con cambios en la digestibilidad intestinal posterior. 

En cuanto a los efectos beneficiosos que aportan los taninos encontramos: 

Mejora de la utilización proteica: debido a una reducción de la degradabilidad proteica 

ruminal, reduciendo el exceso de NH3 y las pérdidas de nitrógeno, promoviendo 

su retención e incrementando el reciclaje de la urea en el rumen (Egan y Ulyatt, 

1980; Waghorn et al., 1994). Esto, sumado a una reducción de las poblaciones 

bacterianas proteolíticas, provoca un aumento en la absorción de los aminoácidos 

a nivel del tracto digestivo posterior, lo cual, se traduce en una mejora de los 

índices productivos (Barry y McNabb, 1999). Estudios reportados por Min et al. 

(2003), indican que los taninos presentes en varias plantas forrajeras como Lotus 

corniculatus y Hedysarum coronarium han dado lugar a un aumento de los niveles 

de producción de leche y lana, así como un aumento en la tasa de ovulación y una 

reducción en la carga parasitaria interna.  
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Reducción de la producción de CH4 ruminal: este efecto es debido a las propiedades 

antimicrobianas que presentan estos taninos (Broucek, 2018; Patra y Saxena, 

2010), que actúan sobre la pared celular y los enzimas extracelulares, inhibiendo 

el transporte de nutrientes y dificultando el crecimiento microbiano (McSweeney 

et al., 2001).Varios estudios han evaluado la relación entre dietas ricas en taninos 

y la reducción de la producción de CH4 tanto a in vitro como in vivo (Goel y 

Makkar, 2012; Jayanegara et al., 2012; Min y Solaiman, 2018). Un metanálisis 

realizado por Jayanegara et al.(2012), donde evaluaron 30 experimentos, mostró 

una disminución lineal, tanto in vitro como in vivo, en la producción de CH4 con 

concentraciones crecientes de taninos. Recientemente, se han observado efectos 

positivos sobre el crecimiento de terneros (Olagaray y Bradford, 2019), debido al 

mayor aporte de energía neta vinculado a la disminución de la producción de CH4. 

Centrándonos en Extremadura, la agroindustria ofrece subproductos valiosos por 

su riqueza polifenólica, como son los derivados de la viticultura y olivicultura y, por lo 

tanto, con un potencial claro de actividad antimetanogénica en rumiantes. Sin embargo, 

en su composición abunda la estructura de pared vegetal lignificada, lo que limita su valor 

nutritivo. Otro limitante intrínseco es su elevado contenido en humedad, que encarece el 

transporte y dificulta la conservación (Molina-Alcaide y Yáñez-Ruiz, 2008; Mirzaei-

Aghsaghali y Maheri-Sis, 2008). 

 

2.2.1-Subproductos de la industria vitivinícola 

En España, la superficie destinada al cultivo de la vid es de 964.037ha, siendo 

Extremadura la segunda comunidad autónoma con mayor superficie dedicada a su 

cultivo, con un total de 86.139ha que suponen el 2,07% de la superficie total cultivada en 

la región (ESYRCE, 2021). Estructurada en seis subzonas vitivinícolas (Figura 11) 

distribuidas en ambas provincias. Sin embargo, las hectáreas de terreno dedicadas al 

cultivo de la vid en la región han sufrido fluctuaciones a lo largo de los años (Figura 12), 

registrando un aumento de un 2,45% en el año 2021 con respecto al año anterior. 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654520300706#bib56
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654520300706#bib56
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654520300706#bib82
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654520300706#bib83
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405654520300706#bib114
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Figura 11.- Subzonas vitivinícolas de Extremadura. Adaptado, fuente: (Ribera del Guadiana 

D.O). 

 

 

 

Figura 12.- Evolución de la superficie de viñedo (hectáreas) en Extremadura 2013-2021. 

Elaboración propia, fuente: (ESYRCE, 2019, 2020 y 2021). 
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Referente a la producción de caldos, según los datos aportadas por el MAPA del 

Sistema de Información de Mercados del Sector Vitivinícola (INFOVI, 2021), la 

producción de vino en España en la campaña 2020/2021 se sitúa en 40,9 millones hl, de 

los cuales un 6,67% de la producción procede de Extremadura, siendo la segunda región 

con mayor producción de vino a nivel nacional.  

La uva es una fruta rica en compuestos polifenólicos con una alta importancia 

enológica. Estos compuestos se encuentra en diferentes partes del fruto: pulpa, piel u 

hollejo, tallo o raspón y semillas o granilla (Figura 13), y son sintetizados durante el 

proceso de formación de la baya y variando su concentración en función de las 

condiciones de cultivo y factores ambientales, tales como; la luz solar, temperatura, 

radiación ultravioleta y riego, siendo el estrés hídrico uno de los factores más influyentes 

en la concentración de taninos (Bucchetti et al., 2011; Blancquaert et al., 2019). 

Lógicamente, también influye la variedad de uva (Ortega et al., 2008). 

Los principales compuestos polifenólicos encontrados en las uvas son 

proantocianidinas (con mayor concentración en la granilla y el hollejo), antocianinas 

(pigmentos responsables del color del fruto y características organolépticas), flavonoles, 

flavanoles, resveratroles y ácidos fenólicos (Dopico-García et al., 2008; Novak et al., 

2008; Xia et al., 2010). 

  

 

Figura 13.-Partes de la uva. Elaboración propia. 
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El proceso de elaboración del vino consta de varias etapas (Figura 14), en las que 

se generan una ingente cantidad de subproductos que suponen un problema de gestión 

para las bodegas. Los subproductos obtenidos en el procesado de la uva son los siguientes:  

Escobajo o raspón: es la estructura herbácea del racimo, obtenido al inicio del proceso 

de vinificación, en el proceso de despalillado. Es uno de los principales residuos 

de esta industria, representando entre el 3-7% del peso del racimo. Debido a su 

composición química, esencialmente formada por celulosa, L.A.D, hemicelulosa 

y taninos, puede utilizarse para la elaboración de biocompuestos, biocombustibles 

y compost (Bertran et al., 2004). 

Orujo: es el principal residuo obtenido del proceso de elaboración del vino, está 

constituido por pulpa, hollejo y granilla en proporciones variables. Sus 

características varían notablemente en función del tipo de vino producido (tinto o 

blanco), la variedad de uva y del tipo de procesado. El rendimiento de este 

subproducto ronda en torno a 20-30kg por cada 100kg de uva procesada (FEDNA, 

2016). En función del proceso enológico empleado, podemos diferenciar varios 

tipos de orujos (Romangosa, 1979): 

Orujos vírgenes (crudos o no fermentados): obtenidos antes de que el mosto haya 

iniciado la fermentación. Presentan mayor riqueza nutritiva por los azúcares que 

no han llegado a fermentarse, incrementando así el contenido en energía. 

Principalmente proceden de la elaboración de vinos blancos.  

Orujos fermentados: procedentes de los mostos que han fermentado con el orujo 

para generar vinos tintos. Presenta cierto contenido en alcohol y la industria los 

vuelve a destilar para recuperar el alcohol, esta práctica está regulada (UE, 2013). 

Orujos destilados: son los orujos resultantes tras someterse a un proceso de 

extracción de alcohol. Esto se lleva a cabo mediante un método de cocción en 

alambiques de destilación. 

Orujos lavados: tras la fermentación alcohólica, los orujos se someten a un 

proceso de lavado con el fin de recuperar un pequeño porcentaje de vino que 

contienen al salir de las tinajas o lagares de fermentación.  
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Debido a las características que presenta este subproducto, puede ser sometido a 

diferentes procesos biotecnológicos para conseguir productos con valor añadido, 

tales como: biocombustibles (bioetanol, biogás, biobutanol), enzimas industriales, 

ácidos orgánicos y compost, (Miranda et al., 2011; Martínez et al., 2019; Sirohi 

et al., 2020), también puede ser empleado para la alimentación animal 

(McSweeney et al., 2001). 

Granilla o pepita: es la semilla de la uva. Representa en torno al 4% del peso del fruto, 

y entre el 20-26% del orujo. La granilla está compuesta por un tegumento muy 

lignificado y por un albumen rico en lípidos con alto contenido en ácido linoleico 

y oleico. Este aceite se suele extraer debido al alto valor comercial que presenta. 

Principalmente se utiliza en las industrias farmacéutica, cosmética y alimentaria 

por sus efectos beneficiosos para la salud (Garavaglia et al., 2016). Se caracteriza 

por presentar un alto nivel de grasa (10-20%), un contenido proteico del 7-10% y 

un elevado contenido en fibra (72% F.N.D) con elevada lignificación (60% 

F.A.D) (FEDNA, 2016). El producto resultante de la extracción de aceite se 

denomina granilla desengrasada contiene aproximadamente un 50% de fibra 

bruta y entre 1-2% de extracto etéreo (FEDNA, 2016).  

Lías: son los restos de las levaduras y otras sustancias sólidas que quedan en el fondo de 

los recipientes. Se obtienen tras el proceso del trasiego, una vez terminada la 

fermentación alcohólica y constituyen uno de los principales residuos orgánicos 

que produce la industria vitivinícola. Actualmente se procesan para obtener 

diferentes subproductos como alcohol, ácido tartárico y compuestos fenólicos 

(Sancho et al., 2020; Jaso, 2021). 

Este grupo de subproductos se caracterizan por presentar un alto contenido en 

carbohidratos fibrosos, principalmente L.A.D, siendo las proporciones de hemicelulosa y 

celulosa relativamente bajas (6-8 y 16-19%, respectivamente). La concentración de 

componentes fibrosos aumenta en el orden: hollejo<orujo<granilla desengrasada. El 

contenido en proteína es del orden de un 10%, sin embargo, su utilización digestiva es 

muy baja debido a la elevada proporción de proteína ligada a la pared celular, así como a 

la presencia de taninos. La digestibilidad de la proteína bruta (P.B) se sitúa en un rango 

de un 10-15% en rumiantes (FEDNA, 2016). 
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Figura 14.- Simplificación del proceso de elaboración del vino, subproductos y destinos. 

Elaboración propia, fuente (Rodríguez, 2002). 
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2.2.2-Subproductos de la industria oleica 

La olivicultura tiene una gran importancia en Extremadura debido a la vasta 

superficie de terreno destinada a su fin, siguiendo una tendencia creciente a lo largo del 

tiempo, con un aumento de 17.642ha desde 2013 hasta la actualidad (Figura 15).  

 

 

Figura 15.- Evolución de la superficie de olivar en Extremadura 2013-2021. Elaboración 

propia, fuente (ESYRCE, 2019, 2020 y 2021). 

 

A pesar de que ha sido un cultivo tradicional de secano, actualmente, ocupa la 

segunda posición en la región en cuanto a superficie de regadío (64.176ha), sin embargo, 

esta nueva técnica de cultivo no ha supuesto un detrimento de los métodos de cultivo 

tradicionales, de forma que en la actualidad encontramos explotaciones de sistema 

tradicionales, junto con olivares intensivos y superintensivos o en setos. En el último 

informe de Encuestas sobre Superficies y Rendimientos de Cultivos presentado por el 

Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentación, Extremadura registra un total de 

288.692ha de olivar, ocupando el tercer puesto a nivel nacional tras Andalucía 

(1.673.071ha) y Castilla La Mancha (449.388ha) (ESYRCE, 2021). 

En función de cuál sea el producto final deseado, la aceituna irá destinada a una 

industria transformadora u otra para ser sometida a diferentes procesos físicos o químicos. 

De este modo, tenemos aceituna de almazara, destinada la producción de aceite de oliva, 

cuya producción en la campaña 2020/2021 registró un total de 1.387.825,2Tn de aceite 
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de oliva, siendo Extremadura la tercera región, tras Andalucía y Castilla la Mancha, con 

mayor producción de aceite (44.894,5Tn) (SIMO, 2021). 

Los métodos de transformación llevados a cabo en las almazaras han ido 

evolucionando a lo largo del tiempo, desde los antiguos sistemas de prensa y capachos 

hasta los más modernos y eficientes sistemas de extracción en dos y tres fases que 

actualmente se encuentran bien implantados (Hermoso et al.,1996). Tras la recepción de 

la materia prima, se procede a realizar un lavado, molturación para obtener una pasta, 

batido y centrifugación para separar la parte sólida de la líquida, y así obtener el aceite. 

El principal subproducto obtenido en esta industria es el alperujo (mezcla de orujo y 

alpechín), pero también se obtienen huesos y hojín. 

Por otro lado, tenemos la aceituna de mesa, cuya producción en la campaña 

2020/2021 registró un total de 546.544,1Tn, siendo un 14,7% de origen extremeño 

(SIMO, 2021). Estas aceitunas son procesadas en las entamadoras y su transformación se 

consigue tras un proceso de fermentación o salazón. Los subproductos generados en esta 

industria son el hueso de aceituna y el hojín. 

Este fruto se caracteriza por contener numerosos compuestos fenólicos, que, 

transferidos al aceite de oliva le confieren una serie de propiedades nutricionales, 

participan en el sabor y el aroma y poseen capacidad antioxidante y antimicrobiana, capaz 

de mejorar su vida útil y evitar las pérdidas de su calidad nutricional y sensorial durante 

su almacenamiento (Savarese et al., 2007). Son numerosos los compuestos fenólicos 

encontrados en el olivo, entre ellos, los más destacados son: el ácido clorogénico, p-

cumárico, ácido cafeico, oleuropeína, tirosol, hidroxitirosol, luteolin-4-glucósido, 

heterósido del ácido cafeico, verbascósidos, rutina, glucósidos secoiridoides, etc. 

(Maestro et al., 1994). Estos pueden llegar a constituir entre el 1 y 2% del fruto fresco. 

Su perfil fenólico dependerá de diversos factores como son la variedad cultivada, el clima, 

la zona de producción o el grado de madurez en el momento de su transformación. Por 

ejemplo, la concentración de oleuropeína es mayor en frutos verdes, mientras que en 

frutos con una coloración rosada o negra es el hidroxitirosol-4-glucósido el compuesto 

mayoritario (Gómez et al., 2019). 
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En España, los residuos que se producen en el sector olivarero representan un 25% 

del total de residuos procedentes de la agricultura. Debido a esto, surge la necesidad de 

encontrar una forma de reutilizar estos subproductos (Ronda et al., 2015). 

Los subproductos que obtenemos tras la transformación de la aceituna (Figura 

16) son los siguientes: 

Alperujo: se trata una pasta formada por agua, aceite, piel, pulpa y hueso, obtenido tras 

la producción de aceite. Posee una cantidad variable de agua y aceite, dependiendo 

de la región donde se cultive y el método de extracción que se utilice (Nunes et 

al., 2016). En este sentido, existen dos métodos para la trasformación de la 

aceituna en aceite. Sistema de 2 fases y sistema de 3 fases. La principal diferencia 

entre ambos es la gran cantidad de humedad y el bajo contenido en aceite en el 

proceso de 2 fases, sin embargo, su producción es mucho más eficiente y 

respetuosa con el medioambiente.  

Por cada 1.000Kg de aceituna se producen 500Kg de alperujo en el sistema de 3 

fases, mientras que con el de 2 fases se obtienen 800Kg (Molina y Yáñez, 2008). 

Su composición incluye una fracción mineral, importante contenido en materia 

orgánica con gran cantidad de celulosa, hemicelulosa y pectinas, además de 

importantes niveles de lípidos, glúcidos y fenoles (Nunes et al., 2016). Su elevado 

contenido en agua (65-70%) supone un problema para su gestión (La Cal, 2020). 

Su principal uso es la producción de aceite de orujo transformado en las 

extractoras, obteniéndose como subproductos el orujillo y el hueso de aceituna. 

Otra utilidad que presenta este subproducto pero que se encuentra en menor 

medida es su utilización como compostaje o como fuente de energía eléctrica 

(Callejo et al., 2015). 

Hoja de olivo u hojín: este subproducto es obtenido bien de la poda del árbol o bien tras 

la limpieza de las aceitunas antes de ser procesadas en las almazaras y 

entamadoras. La cantidad de hojín resultante en la producción de aceituna de mesa 

es menor que en la producción de aceite de oliva, esto se debe los métodos 

utilizados en la recolección del fruto (La Cal, 2020). Tradicionalmente, este 

subproducto ha sido eliminado mediante la incineración, pero desde hace unos 

años las hojas se han utilizado para producir compostaje (triturándose y 
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depositándose sobre el terreno como aporte orgánico). La leña es utilizada para 

fines térmicos (Berbel et al., 2018). Han sido también utilizadas en la alimentación 

animal, concretamente en caprinos y ovinos, ya que aportan la mitad de energía y 

aminoácidos que requieren para cubrir sus necesidades energéticas de 

mantenimiento y, si se suplementa de forma correcta, podrían ser usadas como 

parte del forraje utilizado en su alimentación (Molina y Yáñez, 2008). El principal 

componente de la hoja de olivo es la F.N.D (45% como media) altamente 

lignificada (18% L.A.D). Una parte significativa de ésta (5-8%) corresponde a 

polifenoles, principalmente oleuropeína. En cuanto al nivel de proteína contienen 

entre un 7 y un 11%, aunque una parte importante (40%) se encuentra ligada a la 

pared celular, lo que, unido al alto contenido en polifenoles, resulta en una baja 

digestibilidad en todas las especies animales. Su contenido medio en cenizas es 

de un 7%, aunque varía en función de la contaminación por tierra (FEDNA, 2016). 

Orujillo: obtenido durante el secado y extracción de aceite de orujo graso en las 

extractoras (Callejo et al., 2015). Está formado por sólidos finos de pulpa en 

mayor proporción (30-50%), seguido de hueso (30-45%) y en menor cantidad por 

piel (15-30%) (Cruz et al., 2006). Es un excelente residuo para ser usado como 

biomasa debido a su baja humedad (<12%) y su elevado poder calorífico (<3.800 

Kcal/Kg) (La Cal, 2020), por lo que es usado principalmente como combustible 

durante el proceso de secado del orujo, pero también ha sido destinado para otros 

usos como la producción de abonos orgánicos o etanol (Ballesteros et al., 2001; 

Cruz-Peragón et al., 2006). 

Hueso de aceituna: formado por una semilla, envuelta por una cáscara de madera. La 

obtención de éste puede ser completa (cáscara y semilla) o solo de la cáscara. El 

primero se obtiene por la filtración del derivado del aceite de oliva y el segundo 

por el deshuesado de las aceitunas de mesa (Nunes et al., 2016). En España, se 

producen alrededor de 30 mil toneladas al año de hueso de aceituna procedentes 

de la producción de aceituna de mesa, y 400 mil toneladas al año generados por 

la industria del aceite de oliva. En cuanto a su composición química destaca como 

principal componente la fibra, representada por celulosa, hemicelulosa y L.A.D, 

pero también posee cantidades significativas de grasa y proteína (Rodríguez et al., 

2008). 
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Figura 16.-Simplificación del proceso de transformación de la aceituna. Elaboración propia, 

fuente: (Romero-García et al., 2014). 
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2.3.- Fermentación in vitro como modelo de estudio de la metanogénesis 

y el valor nutritivo de alimentos en rumiantes 

El valor nutritivo potencial de un alimento viene determinado por su composición 

química (proteínas, hidratos de carbono, grasas y fibra), sin embargo, el valor nutritivo 

real, es decir, la cantidad de alimento realmente aprovechada por el animal tras la 

digestión, absorción y metabolismo viene determinada primariamente por la 

digestibilidad del alimento, definida como la cantidad de un alimento completo, que no 

se excreta en las heces y que, por consiguiente, se considera que es utilizable por el animal 

tras la absorción en el tracto digestivo. Se expresa en términos de materia seca (M.S) y 

en forma de coeficiente o porcentaje (McDonald et al., 2010), de acuerdo a la siguiente 

fórmula: 

Digestibilidad = (alimento ingerido – heces) * 100 / alimento ingerido 

La determinación del valor nutritivo de alimentos destinado a la alimentación 

animal se ha establecido a lo largo de la historia mediante pruebas de digestibilidad 

empleando para ello diversos métodos (Figura 17). 

Figura 17.-Métodos empleados para la determinación del valor nutritivo de los alimentos. 

Fuente: (McDonald et al., 2010). 
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2.3.1- Valoración mediante pruebas in vivo  

2.3.1.1. Métodos directos 

Básicamente consiste en establecer un balance de la M.S y/o de sus fracciones 

analíticas, entre la cantidad de alimento ingerido y las heces producidas. La fracción 

desaparecida y, por tanto, aprovechada por el animal, se expresa porcentualmente como 

Coeficiente de Digestibilidad Aparente, ya que no tendría en cuenta el material 

endógeno que se elimina a través de las heces (subestimación del coeficiente de 

digestibilidad (CD)), ni los gases producidos en la digestión (sobreestimación del CD). 

En el caso de los rumiantes, su dieta se basa en un balance forraje/concentrado 

(proporciones variables en función del estado fisiológico del animal), por lo que es 

necesario realizar un primer ensayo donde se determine el CD del forraje sólo, y, 

posteriormente, otro ensayo donde se analicen los dos alimentos en sendos comederos, 

pesando la cantidad ofrecida y rehusada tanto de forraje como de concentrado. Del total 

de heces producidas, se resta las que se estiman que proceden del forraje (estudio previo) 

para conocer las provenientes del concentrado, sin tener en cuentan las posibles 

interacciones entre el forraje y el concentrado. 

Para llevar a cabo este tipo de método, es necesario el uso de animales (4-6 

animales/ lote experimental), los cuales, han de someterse a un periodo de adaptación a 

la dieta de estudio, que varía en función de la especie de animal, siendo en el caso de los 

rumiantes 20 días. Una vez transcurridos estos, pasamos a la fase experimental con una 

duración entre 5-7 días. Para llevar a cabo un control exhaustivo es necesario el uso de 

jaulas metabólicas o en su caso, el uso de arneses con bolsas colectoras de heces. 

Este método se ha venido utilizando a lo largo del tiempo, sin embargo, no está 

exento de dificultades e inconvenientes, ya que, es un método laborioso, que consume 

tiempo y es difícil adaptarlo a un sistema de análisis rutinario a lo largo del tiempo (Stern 

et al., 1997). Una alternativa más simple, al no requerir la recogida completa de las heces 

producidas, ni el control de ingestión diario, es la utilización de métodos indirectos. 
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2.3.1.2. Métodos indirectos  

Estos métodos determinan la digestibilidad de un alimento a partir de la 

incorporación de una sustancia totalmente indigestible (marcadores indigestibles), de tal 

modo que, conociendo su concentración en el alimento y en una pequeña muestra de las 

heces podremos determinar la digestibilidad. Por ejemplo, si la concentración del 

indicador aumenta de 10g/kg de M.S en el alimento a 20g/kg de M.S en las heces, esto 

significaría que la mitad de la M.S ha sido digerida y absorbida. Este método resulta útil 

cuando no se dispone del equipamiento adecuado para la recolección de heces o cuando 

el ensayo requiera que los animales se alimenten en grupo o en situación de pastoreo 

siendo imposible medir la ingesta de cada animal (McDonald et al., 2010). 

Los indicadores pueden ser internos o naturales, es decir, forman parte del 

alimento y comprende sustancias tales como lignina o alcanos. También pueden ser 

indicadores externos, los cuales, son adicionados a la dieta o administrados de manera 

oral o intraruminal a los animales, siendo los más utilizados el sesquióxido de cromo, 

colorantes, polietilenglicol, óxido férrico, óxido crómico, tierras raras, fibra tratada y 

elementos hidrosolubles (McDonald et al., 2010). 

Estos indicadores han de cumplir una serie de características como: deben ser 

inertes y carecer de efectos tóxicos, no deben ser absorbidos ni metabolizados en el tracto 

gastrointestinal, deben carecer de volumen apreciable, deben mezclarse íntima y 

uniformemente con la dieta, no deben influir sobre las secreciones gastrointestinales, ni 

sobre la microflora gastrointestinal, deben poseer propiedades físico químicas fácilmente 

discernibles en la totalidad del tracto gastrointestinal, que permitan su determinación 

cuantitativa de forma simple y exacta.  

La principal limitación que presentan ambos métodos (directos e indirectos), es la 

falta de información sobre la cinética de degradación ruminal, algo muy importante en el 

caso de los rumiantes (Kitessa et al., 1999; Daza et al., 2019). Debido a ello, la comunidad 

científica ha tratado de desarrollar métodos alternativos a este tipo de pruebas, que se 

pudieran llevar a cabo en laboratorio y permitieran apreciar aspectos de la dinámica 

digestiva con repetibilidad suficiente.  
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2.3.2. Valoración de los alimentos mediante pruebas in situ  

Este método surge como primera alternativa a los métodos clásicos de 

digestibilidad, principalmente consiste en evaluar la digestibilidad de alimento en función 

de la desaparición de material de estudio, el cual, es incorporado en el interior del rumen 

de animales fistulados mediante bolsas de seda o nylon. Este procedimiento implica 

extraer las bolsas del rumen e ir pesándolas a lo largo del tiempo de incubación (0, 2, 4, 

8, 12, 24, 36, 48, 72 y 144h), determinando la desaparición del material de estudio. Esto 

permite conocer la intensidad y forma de degradación de un alimento (Mehrez y Ørskov, 

1977; Kitessa et al., 1999), así como elaborar modelos de cinética de degradación ruminal 

(Mertens, 1987). 

A pesar de que ha sido una técnica ampliamente utilizada a lo largo del tiempo 

(Orskov et al., 1980; Madsen y Hvelplund, 1994; Kamalak et al., 2005; Holt et al., 2016; 

Pagella et al., 2017) presenta una serie de problemas en su utilización, entre ellos: la falta 

de repetibilidad (Michalet-Doreau y Ould-Bah, 1992), la necesidad de normalizar el 

tamaño del poro de las bolsas (Kitessa et al., 1999) con el fin de lograr una adecuada 

colonización de los microorganismos ruminales al sustrato de estudio que; a la vez, evite 

la pérdida de muestras a través de la misma (Udén y Van Soest, 1984; Vanzant et al., 

1996), el efecto que ocasiona el tamaño de partícula sobre los factores previos (Damiran 

et al., 2008), así como, la posición de las bolsas en el rumen, para lograr que todas se 

sumerjan en el líquido ruminal.  

A todo esto, hay que sumar la necesidad de animales fistulados, implicando la 

aprobación de comités éticos de las instituciones de investigación y, en general, una 

dificultad técnica añadida por las crecientes medidas proteccionistas respecto al 

sufrimiento animal (Stern et al., 1997; Mohamed y Chaudhry, 2008). 

 

2.3.3. Valoración de los alimentos mediante pruebas in vitro  

Frente a la problemática que presentan las analíticas anteriormente expuestas y, 

con especial énfasis, a las objeciones de base ética, se impulsó el desarrollo de técnicas 

alternativas que pudieran llevarse a cabo de manera integral en condiciones de 

laboratorio, lo que aporta ventajas objetivas (Cattani, 2011), entre ellas: no necesitan el 

uso directo de animales, son menos laboriosas y pueden adaptarse a pruebas con un alto 

tamaño muestral.  



  Revisión bibliográfica 

55 

 

Las técnicas que más se ajustan a los retos planteados son:  

 

• Medida de la digestibilidad de los alimentos mediante degradabilidad in vitro a 

partir de líquido ruminal (método de Tilley y Terry, 1963). 

• Métodos enzimáticos (Jarrige et al., 1970).  

• Métodos de producción de gas (Menke et al., 1979).  

 

2.3.3.1. Medida de la digestibilidad de los alimentos in vitro 

Este método propuesto por Tilley y Terry (1963), consiste en incubar los 

alimentos durante 48h en líquido ruminal tamponado y depositado en frascos de cierre 

hermético, seguido de otra incubación durante 48h con enzima pepsina en medio ácido. 

Por otra parte, (Goering y Van Soest, 1970) propusieron una variación de dicha 

técnica, la cual consistía en utilizar como medio de fermentación una solución neutro-

detergente, acorde con el sistema analítico propuesto por (Van Soest, 1967) para el 

análisis de forrajes. 

Este método ha sido ampliamente utilizado a lo largo del tiempo (Marten y Barnes, 

1979; Corley et al., 1997; Moreira et al., 2004; Russow et al., 2016), sin embargo, 

presenta una serie de inconvenientes, entre los que pueden citarse (Cattani, 2011): 

 

• Proporciona un único valor al final del proceso, por lo tanto, no aporta 

información sobre la cinética de degradación del alimento. 

• Es un proceso laborioso. 

• Requiere animales donantes de líquido ruminal, necesitando, animales fistulados 

de los que se obtiene el líquido mediante sonda, planteando nuevamente 

problemas éticos. 

 

Una mejora en la capacidad de modelización del proceso ruminal de fermentación 

fue aportada por el dispositivo RUSITEC diseñado por Czerkawski y Breckenridge 

(1977). Este sistema cuenta con 8 vasos de fermentación, con la modificación de un aporte 

continuo de saliva artificial, para mantener el pH del medio (al igual que ocurre en un 

rumen en condiciones normales). A pesar de su utilidad para modelizar aspectos como la 

producción de ácidos grasos volátiles, el efecto de la adición de materias, varía sobre el 
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proceso fermentativo o estudios sobre poblaciones microbianas, su uso para el análisis 

rutinario de alimentos parece limitado por el trabajo y dedicación que requiere (Stern et 

al., 1997). 

Otra alternativa al método de Tilley-Terry ha sido el aparato incubador 

denominado Daisy-II, disponible desde el año 1997 (Tassone et al., 2020). Su principal 

ventaja es imitar el método de Tilley-Terry trabajando simultáneamente con hasta 100 

muestras, con resultados equiparables (Cismileanu y Toma, 2017).  

 

2.3.3.2. Métodos enzimáticos 

Estos procedimientos surgen como alternativa a la necesidad de utilizar líquido 

ruminal, con la ventaja adicional de ser un método íntegramente laboratorial, facilitando 

por tanto la normalización del método (Stern et al., 1997). 

 El procedimiento básicamente consiste en incubar la muestra de alimento con 

celulasas de origen fúngico durante un tiempo variable (24-72h) en función del origen de 

la celulasa. La desaparición de M.S guarda una alta correlación con la digestibilidad in 

vivo y con los resultados de la prueba de Tilley-Terry (Marten y Barnes, 1979). Con el 

fin de emular una digestión completa, este método evolucionó a un ataque doble con 

pepsina y celulasa, resultando útil para la valoración del aporte proteico en rumiantes a 

partir de distintos alimentos (Aufrere y Michalet-Doreau, 1988). Esta técnica ha sido 

combinada con éxito con el equipo Daisy II (Gargallo et al., 2006) permitiendo un análisis 

simultáneo de hasta 100 muestras. 

A pesar de las evidentes ventajas que presenta este método, sólo sigue 

proporcionando un valor final de desaparición de materia, y no puede explicar nada sobre 

la cinética de degradación.  

 

2.3.3.3. Métodos de producción de gas  

A diferencia de los métodos in vitro descritos hasta el momento, este método mide 

la aparición de productos gaseosos volátiles, resultantes del proceso de fermentación 

(AGV, NH3, CO2, CH4, etc.) (Blummel y Orskov, 1993). 

La producción de gas tiene origen en la fermentación de los hidratos de carbono, 

siendo débil la asociada a proteínas y prácticamente inexistente la vinculada a grasas 
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(Getachew et al., 1998). Por tanto, es la estructura química de los hidratos de carbono la 

que determina en gran medida la cinética de fermentación y la fermentabilidad final 

(producción de gas) (Makkar, 2004).  

Los primeros estudios donde se recoge el uso de esta técnica datan de la década 

de los 50 (McBee, 1953), llevados a cabo mediante el uso de frascos herméticos dotados 

de manómetros para el control de la presión. Este método ha sido utilizado hasta nuestros 

días (Trei et al., 1970; Jouany y Thivend, 1986; Waghorn y Stafford, 1993; Getachew et 

al., 2005; Tagawa et al., 2017), incluso se han desarrollado sistemas de registro 

automatizados con telemetría y grabación de datos en tiempo real (ANKOM, 2017). 

Todos estos trabajos tienen en común la necesidad de diseñar algún tipo de 

transductor de presión que permita medir la presión generada por el gas de fermentación 

en el interior del recipiente. Como alternativa sencilla, surgió la idea de medir el 

desplazamiento del émbolo en jeringuillas de vidrio de alta capacidad (100ml nominales). 

El desplazamiento del émbolo es originado por la presión que ejerce el gas de 

fermentación, y elimina uno de los posibles problemas existentes con la técnica de los 

manómetros, que es el continuo incremento de presión, que puede llegar a inhibir la 

actividad microbiana (Theodorou et al., 1994). Las primeras pruebas con jeringuillas 

fueron publicadas por (Menke et al., 1979) y, al igual que en las alternativas previamente 

descritas, ha sido utilizado con profusión a lo largo del tiempo y hasta nuestros días 

(Blummel et al., 1997; Chenost et al., 2001; Sofyan et al., 2017).  

A pesar de todas las ventajas que presenta este sistema, sigue implicando el uso 

de animales donantes de líquido ruminal. Con el fin de paliar esta problemática, se planteó 

como alternativa el uso de heces frescas de rumiantes como fuente de inóculo. El Shaer 

et al. (1987) fueron pioneros en su uso y, posteriormente, publicaron el método, utilizando 

ovejas como animales donantes de heces. Con estas heces se elabora el “licor fecal” 

(sustituto del líquido ruminal), para ello es necesario realizar una mezcla homogénea de 

las heces con una solución tamponada. La sustitución del líquido ruminal por el licor fecal 

demostró una alta correlación entre el método propuesto y la digestibilidad real de forrajes 

(r=0,98). Posteriormente, trabajos publicados por Borba et al. (2001), mostraron que la 

producción final de gas de distintos sustratos variaba en función de la fuente de inóculo 

utilizada, siendo menor cuando el inóculo utilizado eran heces ovinas frente al líquido 



  Revisión bibliográfica 

58 

 

ruminal. Resultados similares encontraron Cutrignelli et al. (2007) al comparar heces de 

búfalo y vacas con sus respectivos líquidos ruminales. 

Por otro lado, Mauricio et al. (2001), compararon el resultado de la digestibilidad 

de distintos forrajes analizados mediante técnicas un in vivo en ovejas frente a la técnica 

de producción de gas con dos fuentes de inóculos diferentes, liquido ruminal y heces. Con 

este estudio llegaron a la conclusión que la producción de gas es menor cuando la fuente 

de inóculo procede de heces, si bien, la curva de fermentación es paralela a la obtenida 

con el líquido ruminal, avalando la utilización de heces como fuente de inóculo. Otro 

aspecto característico que concluyeron estos autores es que existe un retraso en la 

producción de gas al inicio de la fermentación al utilizar heces. 

En cuanto a la comparación entre distintas especies como donantes de heces y la 

correlación final obtenida respecto a la digestibilidad in vivo en bovinos, el mejor valor 

se obtuvo para heces equinas (r=0,91), seguidas de las heces ovinas (r=0,87), siendo el 

peor resultado el de las heces bovinas (r=0,63)(Deneka y Canb, 2007). 

Así pues, la utilización de heces como inóculo para la fermentación in vitro ha 

sido aceptado por la comunidad científica como un método válido para estimar los 

parámetros de fermentación (producción de gas) de forrajes y alimentos en general 

destinados a rumiantes (El-Meadaway et al., 1998; Mould et al., 2005; Pandian et al., 

2016).  

 

2.3.4. Modelización de la producción de gas 

La producción de gas asociada a la fermentación de un sustrato a lo largo del 

tiempo, representa una curva que se satura de manera asintótica (Figura 18), de modo 

que la respuesta observada de forma empírica puede ajustarse a distintos modelos, dado 

que, en condiciones de laboratorio, la fermentación de alimentos naturales sigue patrones 

más complejos que los de sustratos puros (Schofield et al., 1994).  
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Figura 18.- Curva de producción de gas de la cebada tras proceso de fermentación in vitro. 

Elaboración propia. 

 

Han sido numerosas las ecuaciones propuestas para tratar de definir las tres 

fracciones básicas asociadas al proceso de fermentación de un alimento: gas acumulado, 

fracción degradable y fracción no degradable de un alimento (France et al., 2000). 

Aunque existen muchas posibilidades teóricas, los modelos derivan básicamente de 

cuatro propuestas: Mitscherlich generalizado, Michaelis–Menten generalizado, 

Gompertz y logístico (France et al., 2000). La coexistencia de varias propuestas es un 

indicio claro de que ninguna proporciona una solución óptima, puesto que, de otra 

manera, sería una la elegida. 

En función de ello, los dos modelos más utilizados han sido la función exponencial 

propuesta inicialmente por Orskov y Mcdonald (1979), para definir la cinética de 

degradación de alimentos mediante la técnica de bolsas de nylon en rumen, adaptada a la 

producción de gas, en la que el porcentaje de desaparición se transforma en producción 

de gas (i), donde P, es la producción de gas al tiempo de incubación “t”; a, corresponde 

a la intersección de la curva de producción de gas al tiempo 0; b producción potencial de 

gas; c, es la constante de degradación asociada al sustrato; t, el tiempo de incubación.  
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Y, por otro lado, también está disponible la misma ecuación con un término 

adicional tl (ii), que define el tiempo de lag o retraso en el inicio de la fermentación, como 

mejora aportada por uno de los propios autores previamente citados (McDonald, 1981).  

 

(i) p = a + b (1 - e-ct) 

(ii) p = a + b (1 - e-c(t-tl)) 

 

Estas ecuaciones son la base de gran número de publicaciones sobre el tema y se 

continúan utilizando en la actualidad: (Orskov et al., 1980; Blummel y Orskov, 1993; El-

Meadaway et al., 1998; Borba et al., 2001; Kamalak et al., 2005; Edwards et al., 2012; 

Holt et al., 2016; Pandian et al., 2016; Pagella et al., 2017). 
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3.-Objetivos  

 

I.- Analizar y evaluar las características fermentativas y metanogénicas de 15 

variedades del subproducto orujo de uva, con el fin de determinar la 

influencia varietal (blanca y tinta) y detectar aquellas variedades con 

mayor potencial antimetanogénico. 

II.- Evaluar el efecto de la inclusión de diferentes niveles de orujo de uva tinta 

variedad Tempranillo a un concentrado tipo, sobre las características 

fermentativas y metanogénicas in vitro.  

III.- Determinar el efecto que ejerce la incorporación de diferentes 

concentraciones de hoja de olivo, sobre las características fermentativas y 

metanogénicas in vitro de un concentrado tipo (cebada). Así como, 

determinar la producción de gas, metano y valor nutritivo de dicho 

subproducto fresco, desecado y ensilado con diferentes concentraciones de 

urea y melaza. 

IV.- Determinar el efecto que ejerce la inclusión de diferentes porcentajes de maíz 

sobre la cinética de producción de gases y la producción de metano in vitro 

en un sistema de mezclas cebada/maíz, así como, en un concentrado de 

cebo de terneros con diferentes niveles de incorporación de este cereal, 

para determinar si la mayor presencia de maíz altera el comportamiento 

fermentativo y/o ejerce algún efecto sobre la producción de metano. 
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4.-Material y métodos  

La presente tesis doctoral se estructura en cuatro capítulos enfocados 

principalmente en la evaluación in vitro de diferentes estrategias nutricionales orientadas 

a reducir las emisiones de CH4 ruminal, y cuyo diseño experimental se presenta de manera 

resumida en el siguiente esquema. 

Evaluar la influencia varietal
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in vitro.
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4.1.-Preparación de muestras 

Todas las materias primas analizadas fueron procesadas con el fin de garantizar 

un muestreo homogéneo y facilitar los diferentes procesos analíticos. Para ello, los 

subproductos con cierto grado de humedad fueron desecados en una estufa de ventilación 

forzada (Indelab-DIL FI720) a 65ºC durante un periodo de 72h.  

Tras su desecación, se molieron en un molino ciclónico (Retsch ZM200) con 

tamiz de 1mm de diámetro, obteniendo un polvo fino (Imagen 1). La elaboración de 

mezclas entre diferentes materias primas (subproducto + concentrado; concentrado 

amiláceo + concentrado harinoso) se llevó a cabo mediante una amasadora (Taurus Prima 

Complet Batidora, 300W), tras haber realizado pruebas previas para determinar el tiempo 

óptimo de mezcla (Imagen 1). 

  

Imagen 1.- Materias primas procesadas. Elaboración de mezclas. 

 

4.2.-Elaboración de ensilados 

Para la elaboración de los ensilados experimentales, se procedió a pesar 325g del 

subproducto fresco y posteriormente se le incorporó con un aspersor manual una solución 

de urea-melaza en diferentes concentraciones (calculadas en base a la M.S del 

subproducto). Se le incorporó agua hasta alcanzar una humedad final del 30%. 

Posteriormente se procedió al mezclado manual hasta que todo el material quedó bien 

impregnado. Finalmente fueron envasados doblemente al vacío (envasadora Besser 

vacuum blizzard) en bolsas de 35x20cm y 40x30cm, asegurando una anaerobiosis total, 

donde permanecieron durante un periodo de 42 días a temperatura ambiente. 
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Imagen 2.- Ensilado experimental. 

 

4.3.-Análisis químico 

La determinación de la composición químico-nutritiva de las materias primas de 

estudio se llevó a cabo siguiendo los procedimientos oficiales descritos para alimentos 

destinados a consumo animal, publicados en el reglamento EC 152/2009 (EC, 2009). En 

primer lugar, se analizaron los diferentes principios inmediatos mediante análisis de 

WEENDE, el cual establece los siguientes conceptos (Figura 19). 

  

 

Figura 19.-Análisis inmediato o esquema de partición de Weende. Elaboración propia, fuente: 

(EC, 2009) 
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De manera resumida, los procedimientos son los siguientes: 

Humedad (H): calculada como porcentaje de pérdida de peso hasta peso constante, tras 

desecación de la muestra a 100ºC en estufa (Selecta 210). El contenido en M.S es 

el complemento a 100 de la H. 

Ceniza Bruta (C.B): este procedimiento consiste en realizar una incineración de una 

muestra conocida en un Horno Mufla a 550ºC (Carbolite ELF 11/6). Tras esta 

incineración se realiza el pesado del residuo. El contenido en Materia Orgánica 

(M.O) se obtiene restando el contenido en cenizas al total: % M.O = 100 - % C.B. 

Extracto Etéreo (E.E) o Grasa Bruta (G.B): la determinación de la G.B se realizó 

mediante la técnica Soxhlet. Esta técnica consiste en realizar sucesivos lavados de 

la muestra con éter de petróleo, consiguiendo así, arrastrar el contenido 

liposoluble de la muestra. Para ello, se utilizó un sistema automatizado de 

calefacción y lavado (Raypa Soxtest de 6 plazas), el residuo, finalmente fue 

pesado y expresado como porcentaje del material original. 

Proteína Bruta (P.B): se determinó mediante la técnica Kjeldhal (obtiene el nitrógeno 

total del alimento). Se llevó a cabo en tres fases semiautomatizadas por sendos 

aparatos: 

• Digestión, tras un ataque con ácido sulfúrico en caliente (440ºC), (digestor 

Gerhardt Kjeldatherm de 24 plazas). El contenido nitrogenado de la muestra se 

transforma en sulfato amónico. 

• Destilación, a la disolución de sulfato amónico obtenida se le añade 

hidróxido de sodio (NaOH), produciéndose NH3 y vapor de agua. Seguidamente, 

el NH3 se destila y el nitrógeno es recogido en una solución de ácido bórico 

(destilador automático Gherhardt Vapodest). 

• Titulación, consiste en la valoración del nitrógeno previamente obtenido y 

fijado. Se lleva a cabo con ácido clorhídrico (HCl) 0,1N. Para transformar el 

nitrógeno destilado en P.B se usa el factor de conversión 6,25 calculándose como: 

% P.B = % Nitrógeno x 6,25. 

Fibra Bruta (F.B): esta técnica consiste en someter a la muestra a un doble ataque con 

ácido sulfúrico y potasa diluidos (Digestor Selecta DosiFiber de 6 plazas), 

posteriormente se incinera en un horno Mufla a 550º C (Carbolite ELF 11/6).  
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Por otra parte, para poder cuantificar con mayor precisión la fibra total de las 

muestras de especial interés en alimentos destinados a rumiantes, se determinó mediante 

el método Van Soest (1967): 

 

Fibra Neutro Detergente: es el residuo remanente tras la realización de un ataque con 

una disolución de detergente (lauril sulfato de sodio) a pH neutro, en un digestor 

Selecta DosiFiber. Esta fracción representa la fibrosidad general del alimento y 

está relacionada con componentes de mayor volumen y menor digestibilidad 

localizados en la pared celular vegetal.  

Fibra Ácido Detergente: es el residuo remanente tras la realización de un ataque con una 

disolución a pH ácido con el detergente bromuro de cetiltrimetilamonio en un 

digestor Selecta DosiFiber. Esta fracción representa la fibra no aprovechable por 

vía fermentativa y está relacionada con componentes de baja digestibilidad y largo 

tiempo de retención en el tracto gastrointestinal (estructura de pared de alta 

lignificación, minerales). 

 

4.4.-Fermentación in vitro: producción de gas 

Para llevar a cabo el proceso de fermentación in vitro, se siguió el protocolo 

descrito por Menke et al. (1979) también conocido como método de Hohenheim, 

universidad alemana del dicho autor. Para ello, se utilizaron jeringas de vidrio con punta 

tipo Luer de 120ml de capacidad total provistas de una válvula de tres vías (Imagen 3). 

Estas válvulas permiten cerrar herméticamente la jeringa, manteniendo las condiciones 

óptimas de anaerobiosis, así como, conectar a otros dispositivos a través de sus 

conexiones tipo Luer. 

 

 

Imagen 3.- Jeringa 120ml con punta tipo Luer, válvula de 3 vías. 
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El procedimiento consta de una serie de pasos: 

Fabricación de saliva artificial: elaborada a partir de la mezcla homogénea de cuatro 

soluciones (Aghajanzadeh et al., 2015) descritas en la Tabla 2:  

• 237ml de solución macromineral  

• 237ml solución tampón  

• 0,12ml solución micromineral  

• 49,5ml solución reductora  

• 1,22ml Resazurina (indicador de pH)  

• H2O destilada hasta ajustar a un volumen final de 1l. 

 

Tabla 2.- Reactivos bases, elaboración de la saliva artificial. 

 

Para la elaboración de la mezcla se utilizó un agitador magnético calefactable 

(Selecta- Agimatic-ND) a 900 r.p.m durante 45 minutos, hasta que el indicador viró, 

Tipo de Solución Reactivos 

Macromineral 

- 5,7g Fosfato sódico dibásico (Na2HPO4) 

- 6,2g Fosfato potásico monobásico (KH2PO4) 

- 0,6g Sulfato magnésico heptahidratado (MgSO4 7H2O) 

- Completar con agua destilada hasta 1l 

 

Tampón 
- 39g Bicarbonato sódico (NaHCO3) 

- Completar con agua destilada hasta 1l 

 

Micromineral 

- 13,2g Cloruro cálcico bihidratado (CaCl2 2H2O) 

- 10g Cloruro magnésico tetrahidratado (MnCl2 4H2O) 

- 1g Cloruro de cobalto hexahidratado (CoCl2 6H2O) 

- 0,8g Cloruro férrico hexahidratado (FeCl3 6H2O) 

- Completar con agua destilada hasta 100ml 

 

Reductora 

- 47,5ml agua destilada 

- 2ml NaOH 

- 285mg Sulfuro sódico heptahidratado (Na2S 7H2O) 
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pasando de morado-rosa fuerte a rosa grisáceo (Imagen 4) y a una temperatura de 39ºC, 

con el fin de evitar un choque térmico al comienzo de la incubación.  

 

Imagen 4.- Elaboración de saliva artificial. 

 

Fabricación del licor fecal o inóculo de la fermentación: para su elaboración se 

emplearon 100g de heces frescas de ovino (El Shaer et al., 1987) (recogidas 

directamente del recto del animal y justo al momento de la puesta a punto del 

método) + 600ml de saliva artificial. Ambos componentes se mezclaron de 

manera homogénea con ayuda de una batidora de mano y saturando la mezcla 

continuamente con CO2, con ello conseguimos mantener un pH ligeramente ácido 

(6,8 aproximadamente). Posteriormente se filtró mediante gasas evitando el paso 

de partículas groseras al licor fecal (Imagen 5).  

 

 

 

 

Imagen 5.- Fabricación de licor fecal. 
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Proceso de fermentación: para la puesta a punto de la fermentación se dispusieron 

diferentes juegos de jeringas ordenadas, numeradas y distribuidas en grupos de 12 

jeringas cada uno. 

En cada grupo, las dos primeras jeringas (1 y 2) contenían 30ml de licor fecal, 

actuando como blanco. Esto nos permite conocer la producción de gas asociada al 

material fecal y restarla a los resultados finales, reduciendo la variabilidad 

originada por el inóculo. 

Las jeringas 3 y 4, constituyeron el control, 30ml de licor fecal + 0,2g de cebada, 

o alfalfa (en función de la materia prima de estudio). El control nos permite 

obtener un patrón continuo y corregir la posible variabilidad de cada proceso 

fermentativo.  

Las ocho jeringas restantes (5 al 12), contenían el sustrato de estudio: 30ml de 

licor fecal + 0,2g de sustrato de estudio.  

 

  

 

 

Imagen 6.- Jeringas con inóculo y sustratos, previa incubación. 
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Las jeringas fueron incubadas en una estufa (SELECTA Digitheat) a 39ºC 

controlando la temperatura mediante un termómetro de sonda de tipo TFA de -40 a 200ºC. 

El tiempo de incubación de las muestras varió en función de los objetivos específicos de 

cada estudio, de tal modo que: 

• Para la determinación de la cinética de fermentación, las muestras se incubaron 

por un periodo de 96h, siguiendo el protocolo ordinario planteado por El-

Meadaway et al. (1998); Rasouli y Amiri (2016), anotando el desplazamiento del 

émbolo a las 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72, y 96 horas.  

• Para determinar el potencial de fermentación de sustratos concentrados, el tiempo 

de incubación fue de 18h, anotando el desplazamiento al inicio y al final del 

periodo de incubación (0 y 18h) (Damiran y Yu, 2010). 

• Para determinar el valor energético de un sustrato el periodo de incubación fue de 

24h. El avance del émbolo se anotó a las 0 y 24h (Menke y Steingass 1988; 

Krishnamoorthy et al., 1995). 

La producción potencial de gas se obtuvo midiendo la distancia entre las marcas 

anotadas en los espacios temporales especificados anteriormente. Para ello, se utilizó un 

calibre digital (Absolute Digimatic Mitutoyo). La producción potencial de gas finalmente 

se expresó como ml/g de sustrato fermentado.  

 

 

 

Imagen 7.- Medida de la producción de gas tras 12h de fermentación. 
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4.5.-Modelización cinética de producción de gas 

La curva de producción de gas se modelizó siguiendo las ecuaciones propuestas 

por Orskov y McDonald (1979)(i) y McDonald (1981)(ii): 

 

(i) p = a + b (1 - e-ct) 

(ii) p = a + b (1-e-c(t-tl)) 
 

p = producción de gas acumulada a tiempo de incubación t. 

a = intersección de la curva de producción de gas a tiempo 0. 

b = producción potencial de gas. 

c = constante de degradación asociada a un sustrato. 

t = tiempo de incubación. 

tl = tiempo de latencia en el inicio de la fermentación. 

 

Los parámetros de la ecuación se ajustaron mediante programación Solver, en 

Excel, minimizando la diferencia de cuadraros entre los datos reales y ajustados al variar 

las constantes de la ecuación (a, b, c, tl). 

 

Imagen 8.-Modelización automática de la producción de gas. 
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4.6.-Predicción del valor energético 

El valor energético se estimó a partir de los resultados de composición química y 

producción de gas in vitro tras 24h de incubación, aplicando las ecuaciones propuestas 

originalmente por Menke y Steingass (1988), convenientemente contrastadas en otras 

publicaciones de su equipo de investigación (Krishnamoorthy et al, 1995), y adaptadas 

específicamente al tipo de sustrato utilizado, en este caso un subproducto. Se calculó la 

energía metabolizable (EM) (iii) expresada como Mcal/kg m.s y el porcentaje de 

digestibilidad de la materia orgánica (%DMO) (iv). 

 

(iii) EM = (1,06 + 0,1570P.G + 0,0084P.B + 0.022G.B – 0,0081C) / 4,184 

 

(iv) %DMO = 0,9991PG + 0,0595PB + 0,0181C + 9 

 

P.G = producción de gas tras 24h de fermentación (ml gas / 0,2mg). 

P.B = contenido de proteína bruta (g/kg m.s). 

G.B = contenido de grasa bruta (g/kg m.s). 

C= contenido de cenizas (g/kg m.s). 

 

4.7.- Determinación de CH4 

La determinación de CH4 se llevó a cabo una vez culminado el periodo de 

fermentación (18, 24 o 96h). Para ello, se empleó el detector específico de gas CH4 (GMI-

PS200) previamente calibrado y certificado por el fabricante. Este equipo fue conectado 

a un circuito cerrado de gases, elaborado en la Unidad de Nutrición Animal de la UEx, 

formado por dos vías que comunican la jeringa de estudio y el detector de CH4 con un 

frasco colector (Imagen 9). 

Para llevar a cabo el proceso, el gas formado en el interior de la jeringa se traspasa 

al frasco colector a través de la vía que los conecta, controlado a su vez por una válvula 
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de tres vías, que permite su cierre hermético tanto de la jeringa como del frasco colector 

impidiendo que el gas escape al exterior.  

Posteriormente se acciona el detector de CH4, que, mediante la bomba de 

aspiración, succiona el gas del interior del frasco y mide el porcentaje de CH4 presente en 

el volumen total de gas producido. Los resultados se expresaron como ml CH4/g de 

sustrato fermentado. 

 

 

 Imagen 9.- Circuito cerrado de gases. 

Frasco colector

Jeringa

Válvulas

Vía conectora

Vía conectora

Detector de CH4
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4.8.- Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos concretos se han descrito en cada uno de los trabajos. 

Como norma general, se han utilizado los siguientes procedimientos estadísticos: 

Las variables determinadas, se han descrito mediante su media y desviación típica. 

La posible existencia de diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) se ha 

determinado mediante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. En el caso de existir 

estas diferencias, los grupos de medias diferentes (p<0,05) se establecieron mediante una 

prueba de Dunn. 

En su caso, los modelos de regresión se llevaron a cabo mediante la hoja de cálculo 

Excel. 

La cinética de producción de gases en función del tiempo, se ajustó a sus 

respectivos modelos (Orskov y McDonald, 1979; McDonald, 1981) programando una 

hoja Excel para minimizar las diferencias cuadráticas al modificar los parámetros 

generales de cada ecuación, mediante la función Solver (Imagen 8). 

Finalmente, en el caso del ensilado de hojas de olivo, se abordó un ANOVA 

factorial con el fin de detectar el posible efecto ocasionado por los diferentes niveles de 

urea y melaza. En el caso de detectar diferencias (p<0,05) se realizó una prueba de Tukey 

a posteriori. 

El programa utilizado, además de Excel, ha sido el SPSS con licencia de la UEx. 
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metano in vitro 

 

Barraso C1,*, López-Parra MM1 y Rodríguez PL2. 

 

1Departamento de Calidad de Carne, Centro de Investigaciones Científicas y Tecnológicas de 

Extremadura (CICYTEX), 06187, Badajoz, España. 

2Departamento de Producción Animal y Ciencia de los Alimentos, Facultad de Veterinaria, 

Universidad de Extremadura, Av. de las Ciencias s/n, 10003, Cáceres, España. 

*Autor para correspondencia: carmen.barraso@juntaex.es 

 

Resumen: el metano es un gas de efecto invernadero que contribuye potencialmente al 

cambio climático. Los rumiantes, debido a las características de su sistema digestivo, son 

capaces de digerir la fibra mediante el proceso de fermentación ruminal, en el cual se 

generan gases como el metano. Los polifenoles presentan capacidad para inhibir la 

producción de dicho gas. Estos compuestos están presentes en distintas plantas y 

subproductos agroindustriales, como el orujo de uva, cuya inclusión en la dieta de 

corderos podría dar lugar a una disminución de las emisiones de metano entérico. Por 

tanto, el objetivo de este estudio ha sido evaluar la cinética de producción de gas, así 

como la producción de metano de 15 variedades de orujos de uva (blancos y tintos), con 

el fin de seleccionar aquellas variedades que sean menos metanogénicas y poder 

incorporarlas en el pienso de cebo de corderos. Para ello, se ha empleado la técnica de 

producción de gas in vitro en dos periodos de fermentación diferentes, 18 y 96 horas. Los 

resultados obtenidos para la producción de gas a 18 y 96 horas en los orujos tintos han 

sido: 59,77-104,28ml/g y para los blancos: 94,44-173,23ml/g respectivamente. En cuanto 

a la producción de metano en orujos tintos obtuvimos 3,72-6,79mlCH4/g frente a 9,66-

26,08mlCH4/g producidos por los orujos blancos. Por tanto, se observa un mayor 

potencial inhibidor de la producción de gas y metano por parte del grupo de orujos tintos 

frente al de los orujos blancos. 

Palabras claves: fermentación in vitro, orujos de uva, producción de gas, producción de 

metano. 

mailto:carmen.barraso@juntaex.es
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Abstrac: methane is a greenhouse gas that potentially contributes to climate change. The 

characteristics of the digestive system of ruminants enable them to digest fibre by ruminal 

fermentation, generating gases such as methane. Polyphenols have the ability to inhibit 

the production of this gas. These compounds are available in different plants and agro-

industrial by-products, such as grape pomaces, whose inclusion in diet of lambs could 

cause a decrease in enteric methane emissions. Therefore, the aim of this study was to 

evaluate the kinetics of gas production, as well as the production of methane from 15 

varieties of grape pomace (white and red), in order to select those varieties with less 

methanogenic characteristics and include them in lamb feed. To this purpose, the in vitro 

gas production technique has been used in two different fermentation periods, 18 and 96 

hours. The results obtained for gas production at 18 and 96 hours in red pomaces were 

59,77-104,28ml/g and for white pomace 94,44-173,23ml/g respectively. In terms of 

methane production in red pomaces we obtained 3,72-6,79mlCH4/g compared to 9,66-

26,08mlCH4/g produced by white pomaces. 

Key Word: gas production, grape pomaces, in vitro fermentation, methane production. 

 

1.-Introducción 

La reducción de los gases de efecto invernadero (GEI) es un requisito 

internacional en la actualidad, debido a que han sido reconocidos como responsables 

significativos del calentamiento global del planeta (Ramanathan y Feng, 2009). Dentro 

de este grupo de gases, encontramos el metano (CH4), que presenta un potencial de 

calentamiento 25 veces mayor al dióxido de carbono (CO2) (IPCC, 2007). Según informes 

de la FAO (Steinfeld et al., 2006) los rumiantes, son responsables del 30% de las 

emisiones de CH4 asociadas a la producción de alimento de origen animal. El CH4 es un 

subproducto de la fermentación de la materia orgánica en el rumen y es responsable de la 

pérdida de entre 2-12% de la energía bruta proporcionada por la dieta (Hristov et al., 

2015; Moumen et al., 2016). Este gas, es resultante de la fermentación anaerobia de un 

complejo sistema simbiótico entre bacterias, hongos y protozoos, capaces de digerir el 

material fibroso y convertirlo en ácidos grasos volátiles (AGV), gases de fermentación y 

calor (Alejos et al., 2018). El exceso de H2 generado en la conversión de glucosa a AGV 

y el CO2 producido por la descarboxilación de metabolitos durante la fermentación, son 
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utilizados como sustratos por las arqueas y protozoos, para transformarlos en CH4 (Hook 

et al., 2010; Alayon et al., 2018). Existen distintas estrategias para la mitigación de la 

producción de CH4 ruminal, entre ellas, la incorporación de aditivos químicos en la 

alimentación del ganado, sin embargo, esta medida se ve limitada por la posible aparición 

de residuos en productos de origen animal para consumo humano, lo cual, lleva a ciertas 

restricciones legales como la retirada del uso de antibióticos (entre ellos la monensina) en 

la Unión Europea desde enero de 2006 (EC, 2003). Por ello, existe una continua búsqueda 

de compuestos bioactivos naturales, como alternativa al uso de químicos. Estos 

compuestos están presentes en plantas y subproductos agroindustriales, como es el caso 

de los taninos, pertenecientes al grupo de los polifenoles. Estos, presentan capacidad 

inhibitoria sobre la producción del CH4 a nivel ruminal, debido a sus propiedades 

antimicrobianas (Patra y Saxena, 2010; Broucek, 2018), ya que actúan sobre la pared 

celular y los enzimas extracelulares, inhibiendo el transporte de nutrientes y dificultando 

el crecimiento microbiano (McSweeney et al., 2001). Dentro del grupo de subproductos 

agroindustriales destaca el orujo de uva, resultante del proceso de elaboración de 

diferentes vinos y caracterizado por presentar un alto contenido en polifenoles (Peixoto 

et al., 2018). Su inclusión en la dieta de corderos supondría un sistema sinérgico entre 

agricultura y ganadería, disminuyendo, por una parte, el exceso de biomasa generado por 

la industria vitivinícola y, por otra parte, reduciendo la emisión de GEI procedente de los 

rumiantes, en concreto de CH4 ruminal, dando lugar a una producción de corderos más 

sostenible y respetuosa con el medio ambiente.  

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar 15 variedades de orujo de uva 

(blancos y tintos), de las cuales, se realizó un estudio de la producción de CH4 y gas total 

tras 18 horas de fermentación, así como, un estudio de la cinética de producción de gas y 

la producción de CH4 tras 96 horas de fermentación in vitro en un sistema de jeringas, 

con la finalidad de determinar la influencia varietal (blanca y tinta) sobre estos parámetros 

y detectar variedades con mayor potencial antimetanogénico. El objetivo último es 

incorporar estas variedades en el concentrado de cebo de corderos para tratar de disminuir 

la producción de CH4 durante su crecimiento. 
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2.-Material y métodos 

Se han utilizado 15 variedades distintas de orujo de uva procedentes de la comarca 

de Almendralejo (Badajoz, Suroeste de España), 8 tintas y 7 blancas, obtenidas en la 

campaña 2018. Tras su recepción en el laboratorio, las muestras fueron desecadas en 

estufa para determinar su contenido en humedad y facilitar su molienda en molino 

ciclónico con tamiz de 1mm (Rescht ZM200). Los análisis se han realizado siguiendo el 

Reglamento CE 152/2009 (EC, 2009), para cenizas, materia orgánica (M.O), grasa bruta 

(G.B), proteína bruta (P.B), fibra bruta (F.B), fibra neutro detergente (F.N.D) y fibra ácido 

detergente (F.A.D).  

El proceso de fermentación in vitro ha seguido básicamente la técnica propuesta 

por Menke et al. (1979) utilizando jeringas de vidrio de 120ml de capacidad con punta 

tipo Luer y midiendo el desplazamiento del émbolo producido por el gas de fermentación. 

La punta Luer se cierra con una válvula de tres vías que garantiza un cierre hermético y 

permite acoplar distintos dispositivos de medida.  

Como fuente de inóculo para la fermentación, se utilizaron heces recogidas 

directamente del recto de ovejas (El Shaer et al., 1987) pertenecientes a la granja de la 

Facultad de Veterinaria de Cáceres y Finca la Orden-Valdesequera, inmediatamente antes 

del inicio del proceso. El procedimiento consta de los siguientes pasos:  

Fabricación de saliva artificial a partir de cuatro soluciones (Aghajanzadeh et al., 

2015): solución macromineral, solución tampón, solución reductora y solución 

micromineral.  

Para iniciar el proceso de fermentación depositamos 0,2g de orujo de estudio junto 

con 30ml de líquido fecal (mezcla homogénea de heces y saliva artificial) en una 

jeringuilla y posteriormente se incubaron en una estufa a una temperatura de 39ºC.  

En cada ensayo se emplearon dos juegos de 12 jeringas, de las cuales, dos actúan 

de blanco (30ml de líquido fecal), otras dos actúan de testigo (0,2g de cebada como 

sustrato fermentador de referencia), las ocho restantes contienen como sustrato 

fermentador los orujos de estudio (8/variedad). El proceso de fermentación se desarrolló 

en dos condiciones temporales diferentes, por una parte, se midió la producción potencial 

de gas y CH4 tras 18 horas de incubación ya que se considera suficiente para determinar 

el potencial de degradación de un concentrado (Damiran y Yu, 2010) y por otra parte, las 
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mismas muestras se sometieron a un proceso de incubación de 96 horas, anotando el 

avance del émbolo a las 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 y 96 horas siguiendo el protocolo 

ordinario (El Meadaway et al., 1998; Rasoul y Amiri, 2016), con el fin de estudiar la 

cinética de producción de gases y la formación de CH4 tras 96 horas de fermentación.  

Las curvas de producción de gas se modelizaron siguiendo los modelos propuestos 

por Orskov y McDonald (1979) p = a + b (1 - e-ct) y McDonald (1981) p = a + b (1 - e-

c(t-tl)).  

La medida de la producción de CH4 se realizó al terminar la prueba de 

fermentación a las 18 y 96 horas, mediante un detector de gases GMI PS211. Este detector 

determina el porcentaje de CH4 en el gas producido, utilizando un sistema de circuito 

cerrado de gases conducidos a un bote Duran de 250-500ml para las jeringas incubadas a 

18 y 96 horas respectivamente, expresándose la concentración final como ml de CH4/g 

de material fermentado. 

El posible efecto de la variedad de orujo de uva (tinto/blanco) sobre la producción 

de gas total y CH4 se estudió mediante un análisis prueba de Kruskall-Wallis para 

establecer las posibles diferencias estadísticamente significativas (p<0,05), para ello se 

utilizó el programa SPSS (V22). La modelización de la cinética de producción de gas, se 

ajustó mediante programación Solver, en Excel, minimizando la diferencia de cuadrados 

entre los datos reales y ajustados al variar las constantes de la ecuación (a, b, c, tl). 

 

3.-Resultados y discusión 

En la Tabla I. 1 se recogen los datos referentes a la composición química de los 

orujos de estudio. Podemos observar que no existen diferencias significativas en ninguno 

de los componentes analizados para las variedades tintas y blancas. Podríamos definir 

nutritivamente este subproducto como fibroso, con un contenido moderado en proteínas 

y ligeramente alto en grasas.  

Los valores obtenidos para la composición química de los orujos se encuentran en 

el rango de variabilidad descrito por diferentes autores (Baumgärtel et al., 2007; 

Abarghuei et al., 2010; Moate et al., 2014; Foiklang et al., 2016). Esta variabilidad, puede 

ser debida a que los componentes que lo forman (hollejo, granilla y pulpa) no siempre se 
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encuentran en la misma proporción, debido tanto al procesado de la uva como a la 

variedad vegetal utilizada (Deng et al., 2011). La G.B es aportada principalmente por la 

granilla (Marginet, 2004). La escasa diferencia entre F.N.D y F.A.D y el elevado valor de 

esta última, presupone una baja fermentabilidad de la fracción fibrosa (McDonald et al., 

2010; Van Soest, 1967).  

 

Tabla I. 1.- Composición química de los orujos de estudio, expresado en g/kg de materia 

seca. 

VARIEDAD Est M.O G.B P.B F.B F.N.D F.A.D 

OR.B Med 926,7 66,6 112,4 266 541,7 468,2 

 
d.t 6,9 17,4 4,9 32,9 56 42 

 
c.v 0,75 26,15 4,40 12,35 10,35 8,97 

 
Max 935,6 91,2 118,4 309,9 610,3 508,5 

 
Min 916,4 48,2 105,3 205,1 462,6 404,6 

OR.T Med 928,6 54,6 105,7 236,5 498,7 444,7 

 
d.t 5,2 14,4 17,0 17,7 73,8 67,4 

 
c.v 0,005 0,26 0,16 0,07 0,14 0,15 

 
Max 936,0 75,0 132,5 259 654,1 587,2 

 
Min 922,5 32 81,7 203,8 440,9 381,4 

 
p 0,560 0,173 0,307 0,055 0,222 0,424 

TODOS Med 927,6 61 109,3 252,2 521,6 457,3 

 
d.t 6,1 16,7 12,2 30,1 66,3 54,5 

 
c.v 0,006 0,27 0,11 0,11 0,12 0,11 

 
Max 936 91,2 132,5 309,9 654,1 587,2 

 
Min 916,4 32,0 81,7 203,8 440,9 381,4 

Est, estadísticos; M.O, materia orgánica; G.B, grasa bruta; P.B, proteína bruta; F.B, fibra bruta; F.N.D, fibra neutro 

detergente; F.A.D, fibra ácido detergente; OR.B, orujos variedad blanca; OR.T, orujos variedad tinta; p, p valor; Med, 

media; d.t, desviación típica; c.v, coeficiente de variación; Max, máximo; Min, mínimo. 
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En la Figura I. 1 y Tabla I. 3 se encuentran representados los valores de 

producción de gas tras 96 horas de fermentación. Gráficamente se puede observar que los 

orujos blancos empiezan a fermentar con mayor potencia que los tintos y con una 

producción mayor de gas desde el inicio hasta el final del proceso de fermentación. El 

mismo comportamiento vemos en fermentaciones a 18 horas (Tabla I. 2). Son los orujos 

blancos los que mayor cantidad de gas producen frente a los tintos. Esta diferencia de 

producción de gas entre orujos blancos y tintos puede ser debido a una mayor presencia 

de carbohidratos fácilmente fermentables en los orujos blancos, ya que, en la elaboración 

de vinos blancos, no se lleva a cabo el proceso de maceración, por tanto, el orujo es 

retirado tras el prensado o estrujado, conservando un mayor nivel de fructosa (Deng et 

al., 2011).  

 

 

Figura I. 1.-Producción de gas (ml/g) tras 96h de fermentación. 
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Tabla I. 2.- Producción de gas (ml/g) y CH4 (mlCH4/g) tras 18h de fermentación. 

OR.B, orujos variedad blanca; OR.T, orujos variedad tinta; Med, media; d.t, desviación típica; p, p-valor; P.G, 

producción de gas. 

 

 

Tabla I. 3.- Producción de gas (ml/g) y CH4 (mlCH4/g) tras 96h de fermentación. 

OR.B, orujos variedad blanca; OR.T, orujos variedad tinta; Med, media; D.T, desviación típica; p, p-valor; n.s, no 

significativo; P.G, producción de gas. 

 

 

 OR.B OR.T  

 Med d.t Med d.t p 

P.G-18h 94,44 17,12 59,77 25,01 0,0001 

CH4-18h 9,66 2,87 3,72 1,47 0,0001 

 
OR.B OR.T 

 

 
Med d.t Med d.t p 

P.G 2h 0 0 0 0 n.s 

P.G 4h 0 0 0 0 n.s 

P.G 6h 29,80 22,37 7,35 11,18 0,0001 

P.G 8h 48,07 31,20 9,24 12,37 0,0001 

P.G 10h 54,33 29,12 17,10 12,55 0,0001 

P.G 12h 63,18 26,44 23,73 11,02 0,0001 

P.G 24h 122,53 36,34 57,84 12,08 0,0001 

P.G 48h 154,65 33,67 87,63 16,87 0,0001 

P.G 72h 167,64 32,70 97,94 14,90 0,0001 

P.G 96h 173,23 32,69 104,28 12,70 0,0001 

CH4-96h 26,08 8,35 6,79 1,77 0,0001 
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De acuerdo con Salado et al. (2018) en un proceso fermentativo, primero se 

fermentan los azúcares solubles, seguidos por polisacáridos de pared celular y, en último 

lugar, polisacáridos de pared lignificados. Esta hipótesis puede ser avalada por los 

resultados obtenidos para el parámetro “tl” de la ecuación de McDonald (1981) (Tabla I. 

4), el cual, hace referencia al tiempo de retraso del inicio de la fermentación, que a su vez 

varía en función del sustrato degradado y la presencia de carbohidratos solubles, 

(Coblentz et al., 2013). Teniendo esto en cuenta y viendo los resultados de nuestro 

estudio, observamos que los orujos blancos presentan un valor de “tl” significativamente 

más bajo que los orujos tintos. Russo et al. (2017), estudiaron la producción de gas de 

diferentes variedades de orujos de uva (tintos y blancos), obtuvieron resultados acordes 

con los nuestros, siendo los orujos tintos los que menor cantidad de gas producían frente 

a los blancos. 

 

 

Tabla I. 4.- Modelización de la producción de gas, parámetros de la ecuación de Orskov 

y McDonald (1979) y McDonald (1981). 

 

a, fracción soluble o degradable a tiempo 0; b, fracción insoluble pero potencialmente degradable; c, velocidad o tasa 

de degradación; tl, tiempo de retraso en el inicio de la fermentación; p, p-valor; Med, media; d.t, desviación típica; 

OR.B, orujos variedad blanca; OR.T, orujos variedad tinta. 

 

 

 

  Orskov y McDonald (1979) McDonald (1981) 

  a b c a b c tl 

 p 0,0001 0,0001 0,0001 0,178 0,0001 0,0001 0,0001 

OR.B 
Med -6,45 43,22 0,06 -0,85 37,62 0,06 2,54 

d.t 2,09 6,12 0,02 2,63 5,88 0,02 1,20 

OR.T 
Med -3,27 26,96 0,03 -0,13 23,82 0,03 4,03 

d.t 0,77 2,68 0,01 0,79 2,34 0,01 1,57 
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Las diferencias en cuanto a la producción de gas encontradas por los diferentes 

autores para el orujo de uva, pueden ser debidas a que los componentes que lo conforman 

no siempre se encuentran en la misma proporción. Cada uno de ellos presenta diferencias 

en cuanto al contenido en fibra y perfil lipídico, influyendo directamente sobre las 

propiedades fermentativas, y, por tanto, alterando de un modo u otro la producción de gas 

y CH4 en función de la cantidad presente de cada componente (Russo et al., 2017). 

Además de la diferente composición química del orujo, otra causa puede asociarse a la 

presencia de taninos que inhiben la fermentación. Los orujos blancos no tienen 

transferencia de taninos al mosto por falta de fermentación conjunta con los hollejos 

(Gómez et al., 2007) lo que haría pensar en una mayor repercusión sobre la fermentación. 

A pesar de ello, los mayores niveles de polifenoles totales de las variedades tintas, tanto 

en uvas (Gougoulias et al., 2018) como en orujo (Sagdic et al., 2011) hacen que tengan 

una mayor actividad antimicrobiana (Kiraly et al., 2009). 

En cuanto a los valores de producción de CH4 medidos a 18 y 96 horas quedan 

recogidos en la Tabla I. 2 y Tabla I. 3 respectivamente. Podemos observar diferencias 

estadísticamente significativas (p<0,0001), siendo los orujos tintos los que menor 

cantidad de CH4 producen en ambos casos.  

Nuestros resultados difieren de los encontrados por Russo et al. (2017) quienes no 

encontraron diferencias en la producción de CH4 en función del tipo de orujo utilizado. 

Sin embargo, están en línea con los descritos por Jayanegara et al. (2012) quienes en un 

meta-analysis de los resultados publicados sobre rumiantes, observan un claro efecto 

antimetanogénico en función del nivel de taninos del alimento. 

Dicho efecto puede ser debido bien a la concentración de polifenoles presentes en 

el mismo, o bien a la naturaleza de estos (Patra et al., 2017). A ello hay que añadir el 

efecto maceración, en el caso de las uvas tintas, con transferencia de polifenoles al vino 

(Lingua et al., 2016), por lo que se evidencia un efecto cualitativo intrínseco, vinculado 

a las uvas tintas. 

La modelización de la producción de gas se realizó siguiendo los modelos 

propuestos por Orskov y McDonald (1979) y McDonald (1981). Los resultados 

encontrados para los parámetros de ambas ecuaciones se recogen en la Tabla I. 4. 
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El valor de “a” se encuentra vinculado a la fracción inmediatamente degradable 

del alimento (Orskov y McDonald, 1970) y presenta un valor negativo en ambas 

ecuaciones y para ambos orujos, al faltar la restricción de no negatividad en la resolución 

del problema. Un comportamiento similar en el ajuste de las ecuaciones ha sido indicado 

por otros autores que trabajan con pastos de baja calidad y ricos en polifenoles (Khazaal 

et al., 1994) y sería indicativo de una dificultad en el inicio del proceso fermentativo, 

estos resultados están acordes con la dinámica real observada, puesto que hasta las 6 horas 

no se observa producción de gas (Figuras I. 2 y I. 3, Tabla I. 2). El parámetro “c”, es 

un coeficiente de degradabilidad intrínseco o característico de cada material. En nuestro 

caso, encontramos el mismo valor del parámetro para ambas ecuaciones. Siendo superior 

en el caso del orujo blanco, probablemente debido a la presencia de un mayor nivel de 

carbohidratos no fibrosos y más fermentables (Basalan et al., 2011). Estos valores se 

aproximan a lo publicado por Alipour y Rouzbehan (2007) para subproducto de uvas, y 

está en consonancia con el resultado real, al ser el orujo blanco más activo en la 

producción de gas. 

Las Figuras I. 2 y I. 3 muestran los valores de cinética de producción de gas a 

partir de las ecuaciones propuestas, para orujos blancos y tintos respectivamente. En 

general, el modelo presenta una tendencia creciente hasta las 48 horas de fermentación, a 

partir de la cual, presenta un comportamiento asintótico. Ambos modelos presentan un 

ajuste similar siendo en el caso de los orujos tintos el modelo de McDonald el que mejor 

se ajusta. El valor final de gas acumulado se asemeja al valor determinado de manera 

experimental, siendo prácticamente igual en el caso de los orujos tintos.  

En relación al valor nutritivo, Tobias et al. (2010) realizaron un análisis de 

distintos vegetales, obteniendo valores de producción de gas para el tomate, jengibre y 

espinaca similares a los obtenidos para los orujos de estudio (Figura I. 2 y Figura I. 3), 

lo cual, es indicativo de un potencial nutritivo similar para estos productos. 

 

 

 

 



  Capítulo I 

100 

 

Figura I. 2.- Modelización de la producción de gas Orskov y McDonald (1979) (O-

McD) y McDonald (1981) (McD) para orujos blancos. 

 

Figura I. 3.- Modelización de la producción de gas Orskov y McDonald (1979) (O-

McD) y McDonald (1981) (McD) para orujos tintos. 
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4.-Conclusión 

En vista de los resultados obtenidos, podemos concluir que los orujos tintos 

presentan un potencial de inhibición de producción de gas y CH4, in vitro, superior a la 

de los orujos blancos. 
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Abstrac: Agricultural activity contributes actively to global warming by emitting 

greenhouse gases such as methane, being ruminants one of the main producers of this gas. 

On the other hand, there is excess of agro-industrial by-products such as grape pomace 

with a high polyphenolic concentration. Therefore, it is necessary to develop strategies to 

reduce both greenhouse gases and agro-industrial residues. In this work, the use of the 

by-product grape pomace, rich in tannins, is proposed as a nutritional strategy to be 

incorporated in ruminant feed concentrates to reduce the production of ruminal methane. 

For this, four grape pomaces Tempranillo variety (P1, P2, P3, P4) from different wineries, 

were added to a base concentrate such as barley at four levels (1,25%, 2,5%, 5% and 

7,5%). These samples were fermented in vitro in two different periods of time (18 and 

96h). The kinetics of total gas and methane production were studied. A quantitative 

inhibitory effect was observed for both parameters when incorporating 7,5% grape 

pomace, as well as a variable qualitative effect depending on the fermentation time, being 

P3 the most effective pomace after 18h and P2 after 96h. Therefore, the incorporation of 

grape pomace in ruminant fattening feed could represent an alternative to the 

environmental problems of the agricultural sector within a green and circular economy 

model. 

Key words: grape pomace; methane production; gas production; in vitro fermentation. 
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1.-Introduction 

The Spanish agricultural sector represents an important socioeconomic and 

environmental activity, with half of the country's surface dedicated to agriculture and 

livestock farming. Regarding the livestock sector, Spain is the second country in the 

European Union with the largest number of sheep, with most of the livestock concentrated 

in the Extremadura region (MAPA, 2020). Ruminants are characterized by a digestive 

system capable of digesting fibrous material into volatile fatty acids, fermentation gases 

and heat (Owens y Basalan, 2016). Fermentation gases include methane (CH4), a potent 

greenhouse gas, which accounts for about a quarter of the anthropogenic CH4 generated 

(Lassey, 2008). In terms of agricultural activity, Spain is the country with the largest area 

of vineyard cultivation in the world, ranking third after France and Italy in wine 

production (OIV, 2019). The wine industry generates seasonally a high volume of by-

products with high organic content. Among these by-products, grape pomace represents 

between 20-25% of the weight of fresh grapes, characterized by its polyphenolic 

properties (Yu y Ahmedna, 2013). Considering both premises, this study arises because 

it is essential to propose strategies that allow an environmentally sustainable 

management. 

In this work, an in vitro analysis has been carried out on the fermentative and 

methanogenic profile of a concentrate incorporating dried grape pomace in different 

proportions due to its concentration of tannins and ruminal antimethanogenic properties 

(Bhatta et al., 2013). The use of these by-products by incorporating them into the 

ruminant diet would reduce the costs of the ration, as well as the possibility of obtaining 

a healthy and higher quality final product for the consumer. 

 

2.-Material and methods. 

Mixing system 

After a previous analysis of in vitro fermentation of 15 grape pomace varieties 

(Barraso et al., 2021), four pomaces were selected (P1, P2, P3, P4) whose gas and CH4 

production was lower. The selected pomaces belonged to the Tempranillo variety. 
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The pomaces, previously dried and grounded, were mixed in different proportions 

with a base concentrate (barley). The mixing process was carried out with a mixer, after 

having carried out previous tests to determine the optimum mixing time. The percentage 

of pomace incorporated into the concentrate was: 1,25%, 2,5%, 5% and 7,5% so that we 

have four mixtures of each selected pomace plus the barley. 

Chemical analysis 

The mixtures were analyzed according to EC Regulation 152/2009 (EC, 2009), 

for ash/organic matter, crude fat, crude protein, crude fibre, neutral detergent fibre, and 

acid detergent fibre. 

Gas production Kinetics and modelling 

The in vitro fermentation process was carried out according to the technique 

proposed by Menke et al. (1979) using 120 ml glass syringes with Luer-type tips and 

measuring the displacement of the plunger produced by the fermentation gas. The Luer 

tip is closed with a three-way valve that ensures a hermetic seal and allows the attachment 

of multiple measuring devices. 

Faeces are used as a source of inoculum for fermentation, collected immediately 

before the beginning of the study and directly of the rectum of the sheep (Axford y 

Chamberlain, 1987). The animals belonged to the farm of the Veterinary Faculty of 

Cáceres and the flock of the research farm “La Orden-Valdesequera”. This procedure 

consists of the following stages: 

Preparation of artificial saliva from four solutions (Aghajanzadeh-Golshani et al., 

2015): macromineral solution, buffer solution, reducing solution and micromineral 

solution. 

In order to initiate the fermentation process, 0,2g of the study mixture together 

with 30ml of faecal liquid (homogeneous mixture of faeces and artificial saliva) were 

collected in a syringe and then incubated in a 39ºC oven.  

Two sets of 12 syringes were used in each trial. Two of them act as blank (30ml 

faecal fluid), two others act as control (0,2g barley as reference fermenting substrate), and 

the remaining eight syringes contain the pomace mixtures (4/mix). 
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In order to the fermentation process was carried out under two different 

conditions. On the one hand, the potential production of gas and CH4 were measured after 

18h of incubation, time enough to determine the potential degradation of a concentrate 

(Damiran y Yu, 2010), and on the other hand, the same samples were incubated for 96h, 

recording the progress of the plunger at 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 and 96 hours of 

incubation according to the described procedure (El-Meadaway et al., 1998; Rasouli and 

Amiri, 2016).The gas production curves were analysed according to McDonald 

(McDonald, 1981) p = a + b (1 - e-c(t-tl)). 

Measurement of CH4 final production 

The CH4 production was measured at the end of the fermentation test at 18 and 96 

hours, using a GMI PS211 gas detector. This detector determines the percentage of CH4 

in the gas produced using a closed gas circuit system connected to a 250ml (18h)-500ml 

(96h) Duran canister from syringe. A three-way tips system allowed the process to remain 

hermetic and to direct the gases in the right direction. The final concentrate was expressed 

as ml of CH4/g of fermented material. 

Statistical analysis 

The possible effect of the grape and percentage on the total gas and CH4 

production were studied by a non-parametric Kruskall-Wallis test. When differences were 

statistically significant (p<0,05), differences between means were established by Dunn's 

test using SPSS program (V22). The modelization of the gas production kinetics was 

adjusted by Solver Lineal Programming in Excel, minimizing the difference of squares 

between the real and adjusted data as the constants of the equation (a, b, c, tl) vary. 

 

3.- Results 

Chemical analysis (Table II. 1) indicate that the barley values are within the range 

of variability described for this cereal. As for the pomaces, it could be considered as 

fibrous by-products, with a moderate protein content and slightly high in fat. The mixtures 

indicate the corresponding composition according to the percentage and type of pomace 

incorporated.  
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Table II. 1.- Chemical composition of barley, pomaces and pomace-barley mixtures 

expressed in g/kg dry matter (mean ± standard deviation). 

 

O.M, organic matter; C.Fat, crude fat; C.P, crude protein; C.F, crude fibre; N.D.F, neutral detergent fibre; A.D.F, acid 

detergent fibre; P, pomace variety. 

 

 

 

 M.O C.Fat C.P C.F N.F.D A.F.D 

Barley 97,38±8,56 2,17±0,03 9,41±0,36 3,54±0,19 20,85±0,19 5,87±0,59 

P 1 92,32±6,18 6,28±0,41 11,33±0,10 25,21±1,02 56,48±0,32 47,66±1,12 

1,25% 97,28±7,51 2,32±0,05 9,34±0,37 3,85±0,21 21,85±0,22 6,43±0,61 

2,50% 97,03±8,45 2,29±0,05 9,48±0,35 4,01±0,23 21,72±0,17 6,94±0,68 

5,00% 97,15±8,62 2,41±0,04 9,53±0,32 4,73±0,24 22,33±0,23 8,05±0,58 

7,50% 96,77±7,84 5,1±0,05 9,55±0,35 5,19±0,25 23,25±0,19 9,11±0,61 

P 2 92,30±6,03 8,37±0,58 11,44±0,0 26,50±0,04 58,17±0,24 48,98±0,03 

1,25% 97,43±8,35 2,18±0,04 9,28±0,38 3,83±0,19 21,33±0,23 6,16±0,43 

2,50% 97,12±8,62 2,23±0,05 9,51±0,37 4,17±0,19 21,88±0,23 7,02±0,53 

5,00% 97,31±8,04 2,55±0,06 9,51±0,34 4,83±0,15 22,89±0,18 8,13±0,59 

7,50% 97,12±8,17 2,66±0,07 9,65±0,31 5,36±0,17 23,75±0,22 9,15±0,65 

P 3 93,02±6,68 5,19±0,87 11,47±0,04 27,59±0,19 57,07±0,71 51,01±0,71 

1,25% 97,23±8,45 2,21±0,03 9,48±0,33 3,72±0,16 21,19±0,25 6,41±0,62 

2,50% 97,05±8,53 2,26±0,04 9,44±0,37 4,03±0,23 21,33±0,22 7,03±0,56 

5,00% 97,18±8,37 2,33±0,09 9,55±0,37 4,83±0,22 22,76±0,28 8,11±0,55 

7,50% 97,15±8,62 2,43±0,07 9,65±0,34 5,54±0,19 23,77±0,25 9,36±0,58 

P 4 92,47±6,53 7,28±0,74 11,50±0,00 25,14±1,27 63,50±7,78 57,00±7,07 

1,25% 97,32±8,55 2,32±0,06 9,47±0,36 3,73±0,24 21,42±0,26 6,58±0,65 

2,50% 97,10±8,51 2,30±0,05 9,47±0,36 4,01±0,21 22,05±0,45 7,30±0,74 

5,00% 97,18±8,26 2,55±0,07 9,55±0,33 4,66±0,26 23,23±0,47 8,45±0,72 

7,50% 97,10±8,41 2,61±0,08 9,62±0,31 5,19±0,29 24,25±0,75 9,71±0,94 
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Regarding the effect of the pomace variety, it is observed that after a fermentation 

period of 18h (Table II. 2), P2 and P3 show a greater inhibitory potential for gas 

production with respect to barley (223,71), which has the highest values, while P1 and P4 

ranked an intermediate position. Regarding CH4 production, once again, P3 is the one 

with the highest inhibitory effect, while P1 and P4 show a production like barley and P2 

shows a slight inhibitory effect with intermediate values. 

 

Table II. 2.- Gas (ml/g fermented substrate) and CH4 (ml/g fermented substrate) 

production after 18h of fermentation. 

Different small letters in the same row indicate statistically significant differences between means (Dunn's test, p<0,05). 

P, pomace variety; %: Percentage of pomace incorporation in the pomace-barley mixture; G.P, gas production; s.d: 

standard deviation; p, p-value. 

 

Regarding the kinetics of gas production (Table II. 3), differences (p<0,05) were 

observed among the different pomaces, showing that up to 8h, P3 presented the highest 

inhibitory potential, repeating the pattern observed in the 18h fermentation (Table II. 2), 

being P1 and P4 the highest gas producers. After 10h, a change in the fermentation curve 

of the different substrates was observed, being barley the highest gas producer, 

maintaining this pattern until the end of the fermentation process, while P2 registered 

lower values. It should be noted that in the period from 10 to 48h, P1 shows the same gas 

production as barley, as does P3 from 12 to 48h. With respect to CH4 production 

  Barley P1 P2 P3 P4 p 

G.P 
Mean 223,71b 213,45ab 204,08a 201,59a 212,42ab 0,001 

s.d 11,04 8,88 18,59 17,77 11,80  

CH4 
Mean 40,28b 38,71b 37,99ab 30,14a 44,32b 0,001 

s.d 7,85 2,80 6,62 6,78 12,78  

  Barley 1,25% 2,5% 5% 7,5% p 

G.P 
Mean 223,71b 210,74ab 206,29a 209,12ab 205,39a 0,01 

s.d 11,04 15,02 21,73 5,18 15,74  

CH4 
Mean 40,28ab 42,49b 39,79ab 36,37ab 32,51a 0,05 

s.d 7,85 12,48 40,70 3,37 5,32  
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significant differences were found (p<0,001), P2 and P4 (44,66mlCH4/g and 48,96 

mlCH4/g respectively) showed the greatest inhibitory potential, while P1 and P3 

(56,07mlCH4/g and 57,21mlCH4/g respectively) do not inhibit CH4 production, showing 

a production like barley (57mlCH4/g). 

 

Table II. 3.- Kinetics of gas production (ml/g fermented substrate) and CH4 (ml/g 

fermented substrate) production after 96h of fermentation of the varieties of 

pomace studied. 

Different small letters in the same row indicate statistically significant differences between means (Dunn's test, p<0,05). 

P, pomace variety; G.P, gas production; s.d, standard deviation; p, p-value. 

  Barley P 1 P 2 P 3 P 4 p 

G.P 4h Mean 7,23b 11,70c 0,69ab 0,00a 14,31c 0,001 

 s.d 8,08 5,34 2,77 0,00 4,69  

G.P 6h Mean 51,82bc 59,32c 46,26ab 40,10a 58,97c 0,001 

 s.d 13,57 8,00 4,95 5,02 5,98  

G.P 8h Mean 106,28bc 109,33c 97,40ab 96,41a 111,76c 0,001 

 s.d 11,07 7,71 5,45 6,48 5,61  

G.P 10h Mean 147,29b 145,71b 136,08a 139,86ab 145,05b 0,001 

 s.d 10,83 8,59 5,37 6,55 6,99  

G.P 12h Mean 171,85b 171,22b 160,35a 169,89b 163,51ab 0,001 

 s.d 10,70 8,01 5,96 8,20 8,24  

G.P 24h Mean 269,96b 266,00b 249,62a 259,36ab 252,22a 0,001 

 s.d 12,24 12,84 7,86 18,71 14,31  

G.P 48h Mean 312,01b 300,69b 285,26a 301,20b 297,65ab 0,001 

 s.d 13,33 15,38 8,85 10,73 12,49  

G.P 72h Mean 327,71c 321,62bc 297,20a 322,67bc 299,41ab 0,001 

 s.d 14,63 15,03 9,99 11,23 41,98  

G.P 96h Mean 337,76c 329,72bc 299,07a 324,10bc 316,51b 0,001 

 s.d 21,20 18,44 8,74 9,31 11,22  

CH496h Mean 57,00b 56,07b 44,66a 57,21b 48,96a 0,001 

 s.d 7,67 3,93 2,52 2,75 3,27  
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After 18h of fermentation (Table II. 2) gas production is significantly reduced 

(p<0,01) in the mixture with 2,5% and 7,5% (206,29ml/g and 205,39ml/g respectively) 

compared to barley (223,71ml/g). In the study of the kinetics of gas production (Table 

II. 4), it was observed that after 10h of fermentation, the 7,5% level had an inhibitory 

effect on gas production compared to barley. This pattern is constant throughout time, 

until the end of the fermentation process, with an estimated inhibition between 5,7% and 

10%. In both fermentation times, the lowest CH4 production is observed in the 7,5% 

mixture while the highest values corresponded to 1,25% (Table II. 2) and barley (Table 

II. 4). 
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Table II. 4.- Kinetics of gas production (ml/g fermented substrate) and CH4 (ml/g 

fermented substrate) production after 96h of fermentation of the different levels 

of pomace studied. 

 

Different small letters in the same row indicate statistically significant differences between means 

(Dunn's test, p<0,05). P, pomace variety; G.P, gas production; s.d, standard deviation; p, p-value. 

 

 

 

 

  Barley 1,25% 2,5% 5% 7,5% p 

G.P 4h Mean 7,23 7,33 7,76 5,99 5,62 n.s 

 s.d 8,08 8,69 7,55 7,59 6,30  

G.P 6h Mean 51,82 52,34 51,88 52,42 48,01 n.s 

 s.d 13,57 11,83 12,70 8,21 7,67  

G.P 8h Mean 106,28 105,41 104,56 104,31 100,61 n.s 

 s.d 11,07 11,78 11,32 5,71 7,13  

G.P 10h Mean 147,29b 142,70ab 144,17ab 142,36ab 137,48a 0,05 

 s.d 10,83 9,14 9,52 5,21 5,70  

G.P 12h Mean 171,85b 168,50ab 166,58ab 167,97ab 161,91a 0,05 

 s.d 10,70 11,91 9,59 5,36 5,42  

G.P 24h Mean 269,96b 262,64ab 260,91ab 256,78ab 246,87a 0,001 

 s.d 12,24 21,50 13,95 6,33 9,99  

G.P 48h Mean 312,01b 298,16ab 300,86ab 297,52ab 288,25a 0,001 

 s.d 13,33 18,49 13,09 7,21 10,13  

G.P 72h Mean 327,71b 314,30ab 318,01ab 313,60ab 294,99a 0,01 

 s.d 14,63 21,01 16,46 9,76 40,90  

G.P 96h Mean 337,76b 319,23ab 324,64ab 317,09ab 308,42a 0,001 

 s.d 21,20 17,49 21,67 11,42 12,10  

CH496h Mean 57,00b 52,74ab 52,84ab 51,35ab 49,97a 0,05 

 s.d 7,67 6,99 6,91 4,60 5,49  
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The gas production values (Figure II. 1), P1, P2, and P3 are lower than those of 

the control barley (reference line) when the incorporation levels are low, P4 does not 

show this pattern. In the case of CH4 production (Figure II. 2) this effect is not observed 

up to 5% of pomace in the mixture. Lowest values for gas and CH4 production are 

registered by P2 and P3 respectively. If each pomace is analysed separately, it can be 

notice that: 

P1 shows that the maximum gas production (Figure II. 1) is at 2,5% and then 

decreases al the concentration increases. Respect to CH4 production (Figure II. 2) a dose-

response effect is observed by decreasing CH4 production as the concentration of P1 

increases in the mixture. 

P2, show the lowest gas production values (Figure II. 1) is at 2,5%. CH4 

production (Figure II. 2) is like P1. 

Regarding P3, both gas production (Figure II. 1) and CH4 production (Figure II. 

2) show the same pattern. A potent inhibitory effect can be observed when P3 is at low 

concentrations (1,25%, 2,5%). The highest values are found at concentrations of 5%. 

However, concentration of 7,5% show an inhibitory effect like that observes at low 

percentages. 

P4 has the same pattern for both, gas (Figure II. 1) and CH4 production (Figure 

II. 2). A progressive decrease in the production is observed up to 5%. Higher levels do 

not increase the inhibitory potential. 
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Figure II. 1.- Gas production after 18h of fermentation. 

 

 

Figure II. 2.- CH4 production after 18h of fermentation. 
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The parameter "a" Table II. 5 is associated with the easily degradable fraction of 

the feed. This parameter reaches higher values for barley and lower for the 7,5% level. 

These results can be reflected in practice, since the highest gas production is registered 

by barley, while the lowest corresponds to the 7,5% inclusion level. 

The parameter "b" corresponds to the potentially degradable fraction of the feed, 

in this case it can be observed that the highest value is registered for barley while the 

lowest value corresponds to the 7,5% inclusion level. 

The addition of the parameters “a+b” would express the total degradability of the 

material to be fermented, it can be observed a progressive decrease as the percentage of 

pomace in the mixture increases, in correspondence with the obtained experimental 

results. 

The parameter "c" is an intrinsic degradability coefficient of each product. In this 

case, the lowest degradability would correspond to barley and the 2,5% inclusion level, 

while the rest present equal values. 

The parameter “tl” is considered as the fermentation initiation time and allows 

adjusting the equation to the real model, although it does not necessarily reflect reality, 

since at 4h all the pomaces have started the fermentation process. 

 

Table II. 5.- Gas production modelling after 96h of fermentation. Parameters of the 

equation McDonald, (1981) Y=a+b (1-e-c(t-tl)). 

a, soluble or degradable fraction, time 0; b, insoluble but potentially degradable fraction; c, speed or rate of degradation; 

tl, delay in fermentation start-up time.  

 

 

 a b (a+b) c tl R2 

Barley 131,79 200,54 323,33 0,075 9,60 0,99 

1,25% 123,86 192,48 324,40 0,078 9,21 0,99 

2,5% 125,92 194,57 320,49 0,076 9,42 0,99 

5% 123,06 191,69 314,75 0,078 9,26 0,99 

7,5% 116,71 185,31 302,02 0,078 9,16 0,99 
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4.- Discussion 

The statistical analysis of the results (Kruscal-Wallis), determined by the type of 

data, allows us to detect the possible effect of the main factors, but not whether there are 

interactions. In any case, a qualitative effect associated with the type of pomace used and 

a quantitative effect associated with the concentration of pomace are demonstrated. 

Sheep faeces were used as inoculum source for fermentation, considering the high 

correlation between the utilization of rumen liquid and fresh faeces to compare gas and 

CH4 production between different feeds and/or treatments (Dhanoa et al., 2004; Mauricio 

et al., 2001; Ramin et al., 2015). In addition, obtaining faeces is less invasive for the 

animal and avoids problems of scientific-ethical committees that could limit the 

development of research (Spanghero et al., 2019). 

The rumen fermentation inhibitory activity of grape pomace has been previously 

established (Abarghuei, 2015) and is based on the interaction of tannins with rumen 

microbes through different processes(Goel et al., 2005; Mcsweeney et al., 2001; Smith et 

al., 2005), such as metal chelation, which affects the functioning of metalloenzymes, or 

affecting the integrity of the cell wall and membrane. Furthermore, these compounds have 

the ability to form complexes with the carbohydrates and proteins of the substrate, 

decreasing the availability of fermentable substrate to rumen microorganisms (Jayanegara 

et al., 2011; Patra and Saxena, 2010). This hypothesis is interpreted under in vitro 

fermentation conditions as a decrease in total gas (Abarghuei, 2015) and CH4 production 

(Moate et al., 2020) and our result support it. 

Regarding the type of pomace used (Table II. 2 and Table II. 3), it may be 

paradoxical that the results show different activity, taking in account that the pomaces are 

from the same grape variety (Tempranillo) and geographical area, but the production of 

tannins by the vine is a reaction to drought and cultivation conditions (Bucchetti et al., 

2011; Hochberg et al., 2015). This could explain the observed values because the grapes 

come from cultivars with different levels of hydric stress, resulting in different tannin 

production (antimethanogenic activity).  

Differences in grape processing could explain the variability in pomace activity 

due to the fact that content of different by-product compounds (pulp, seed, stalk), are not 

always in the same proportions (Hixson et al., 2016) 
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In line with our results, Atalay (2020), also found differences for both gas and 

CH4 production after an incubation period of 24h. In an in vitro fermentation study of 

different grape varieties pomaces, Sofyan et al. (2017) also confirmed that the presence 

of tannins determines a decrease in gas production, but unlike our results, they find no 

differences in terms of CH4 production. Other authors such as Moate et al. (2014), 

demonstrated the reduction effect of grape by-products on CH4 production, by 

substituting 36% of alfalfa hay with grape by-products, obtaining a decrease between 20-

24% of CH4 emissions in an in vivo study with cows. 

Regarding the quantitative effect observed on gas production (Figure II. 1) 

(Table II. 2 and Table II. 4), a dose-response trend is observed in the range of 

concentrations analysed. Sallamab et al. (2010), showed a clear negative correlation (R2= 

0,92) between the total polyphenols of five plants (Atriplex, Alfalfa, Leucane, 

Ecucalyptus, Acacia) and the total gas production. However, this dose-response 

relationship also depends on the substrate, which is evident in the case of a fermentable 

material, but not in the case of a material of low natural degradability (Hervás et al., 

2003). In this study, is assumed that, since barley is the fermentative base, there must not 

have been any limitation to the fermentative process. 

Regarding CH4 production, on the one hand, we can observe a dose-effect pattern 

(Table II. 4) (Figure II. 2), according to our results, Gomaa et al. (2017), found 

differences in CH4 production when incorporating taniferous plants in different 

percentages, obtaining the best results with the highest rates. Hatew et al. (2016), in an in 

vitro study, also obtained a linear reduction between CH4 production and the level of 

tannin incorporated. Moate et al. (2020), clearly indicate the inhibitory action of tannins 

on methanogenesis determined by their chemical composition, high fat and lignin. Atalay, 

(2020) in an in vitro fermentation study, supports that the antimethanogenic effect found 

is due to the combination of tannins with the fat of the seeds. On the other hand, studies 

carried out by Gemeda and Hassen, (2015) indicate that the presence of tannins has a 

significant effect on the production of volatile fatty acids in vitro. 
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5.- Conclusions 

According to the results, it can be concluded that the incorporation of grape 

pomace (Tempranillo variety) to a concentrate type exerts an inhibitory effect on the in 

vitro production of gas and CH4, obtaining a greater inhibitory potential with an inclusion 

of 7,5%. 
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Resumen: los subproductos agroindustriales presentan uno de los mayores 

problemas medioambientales de la producción agraria. La hoja de olivo es uno de los 

principales subproductos obtenidos de la producción olivarera, presente en grandes 

volúmenes en ciertas épocas del año y cuyas características químico-nutritivas lo hacen 

susceptible de ser usado en la alimentación del ganado rumiante, además, contiene 

polifenoles, que pueden reducir las emisiones de metano ruminal. Por ello, el objetivo de 

este estudio fue, por un lado, evaluar el efecto que ejerce la incorporación de 2,5%, 5%, 

7,5% y 10% de hoja de olivo sobre el potencial fermentativo de un concentrado tipo 

(cebada), y, por otro lado, diseñar un sistema de conservación basado en el ensilado 

mediante la combinación de diferentes niveles de urea (2%, 4% y 6%) y melaza (2%, 4% 

y 6%), valorando su potencial energético, fermentativo y metanogénico in vitro, 

comparándolos con el subproducto fresco y desecado. La incorporación de un 10% de 

hoja de olivo en el concentrado disminuyó la producción de gas y metano un 14,58% y 

26,78% respectivamente. El ensilado formulado con un 2% urea y 2% melaza presentó el 

nivel energético más alto y muy próximo al del subproducto fresco, aumentando el 

porcentaje de digestibilidad in vitro. La producción de metano in vitro aumentó cuando 

el subproducto fue ensilado y disminuyó con el desecado. 

Palabras claves: hoja olivo, producción de gas, metano, ensilado, valor energético. 

mailto:carmen.barraso@juntaex.es
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Summary: agro-industrial by-products are one of the biggest environmental 

problems of agricultural production. Olive leaf is the main by-product obtained from olive 

tree production because it is generated in great volumes and on a temporary period. This 

by-product has chemical and nutritional characteristics that make it possible to use it as 

part of the diet of ruminants, in addition, it contains polyphenols, which can reduce 

ruminal methane emissions. The initial aim of this study was to evaluate the effect on the 

in vitro fermentative and methanogenic characteristics of the addition of different levels 

of olive leaves (2,5%, 5%, 7,5% and 10%) to one type of concentrate (barley). A 

conservation system was then designed based on olive leaf silage combining different 

levels of urea (2%, 4% and 6%) and molasses (2%, 4% and 6%). The fermentative, 

nutritive, and methanogenic potential was evaluated and compared with the original fresh 

and dried by-product. The incorporation of 10% olive leaves in the concentrate decreased 

gas and methane production by 14,58% and 26,78%, respectively. The silage formulated 

with 2% urea 2% molasses had the best energy value and %DMO compared to the rest of 

the formulations. In vitro methane production increased when the by-product was ensiled 

and decreased when it was dried. 

Key Words: olive leaf, gas production, methane, energy value. 

 

1.-Introducción 

El cambio climático es uno de los principales retos medioambientales a los que se 

enfrenta la sociedad actual. Las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) de origen 

antropogénico, procedentes de actividades como la agricultura y ganadería, contribuyen 

de manera significativa al desarrollo de dicho fenómeno (Gerber et al., 2013). Dentro del 

sector agrario, España despunta en el cultivo del olivo, siendo el principal productor de 

aceite de oliva en el mundo (MAPA, 2021). Sin embargo, tanto el cultivo del olivo como 

la industria del aceite generan altas cantidades de subproductos al año, originando un gran 

volumen de biomasa con alta carga fenólica y contaminante, debido al poder tóxico y 

antimicrobiano que presentan estos compuestos (Dermeche et al., 2013). Entre estos 

subproductos encontramos la hoja u hojín de olivo, obtenido tras la poda del olivo, o bien, 

tras la limpieza de la aceituna en las industrias transformadoras y cuyo principal 

componente fenólico es la oleuropeína. En cuanto a la producción ganadera, los rumiantes 
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producen metano (CH4) de manera obligada a como consecuencia de la fermentación 

ruminal de los hidratos de carbono, siendo el principal foco de emisión de GEI del sector 

ganadero (MITECO, 2022). Este gas presenta un potencial de calentamiento 25 veces 

más alto que el dióxido de carbono (CO2) y es el segundo GEI con mayor concentración 

atmosférica (IPCC, 2013; ECONOMETRICA, 2015).  

Un impacto ambiental adicional de la producción ganadera viene dado por la 

huella de carbono asociada a la producción de los piensos compuestos (cultivo, 

procesamiento, transporte y efecto directo sobre la tierra) (Gerber et al., 2013; Rojas-

Downing et al., 2017). Numerosos estudios avalan que los compuestos polifenólicos 

tienen capacidad de modificar la fermentación ruminal, debido al efecto que generan 

sobre los ecosistemas microbianos, reduciendo la producción de CH4 ruminal y, con ello, 

la pérdida energética aportada por el alimento (Mcsweeney et al., 2001; Patra y Saxena, 

2010; Alayón-Gamboa et al., 2018). En este escenario, el uso de subproductos 

agroindustriales como ingredientes en dieta de rumiantes, podría representar un 

componente importante de la estrategia global para reducir el impacto ambiental, tanto de 

la agroindustria como de la producción ganadera. Así pues, nos encontramos en un país 

netamente productor de aceite de oliva, con generación de subproductos, que suponen 

una repercusión medioambiental negativa que, a su vez, por su contenido en polifenoles, 

presenta potencialidad en el objetivo de reducir la producción de CH4 ruminal. 

Por lo tanto, nuestro estudio presenta dos objetivos principales. El primero, 

determinar el efecto que ejerce de la incorporación de hoja de olivo en diferentes 

concentraciones sobre las características fermentativas de un concentrado tipo (cebada), 

mediante la técnica de producción de gas y CH4 in vitro. El segundo, diseñar un sistema 

de conservación del subproducto basado en el proceso de ensilado mediante la 

combinación de diferentes concentraciones de urea y melaza, analizar su valor energético, 

producción de gas y CH4, mediante la técnica de producción de gas in vitro y compararla 

con el subproducto fresco y desecado.  
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2.-Material y métodos 

Preparación de muestras 

Tras la recepción del subproducto en el laboratorio, fue desecado en una estufa de 

ventilación forzada (Indelab-DIL FI720), a 65ºC, para determinar su contenido en 

humedad y facilitar su molienda en un molino ciclónico (Rescht ZM200) con tamiz de 

1mm. 

Sistema de mezclas cebada-hoja de olivo 

Para realizar las mezclas, se establecieron cuatro niveles de incorporación del 

subproducto desecado al concentrado: 2,5%, 5%, 7,5% y 10%. El proceso de mezcla se 

llevó a cabo con una amasadora doméstica, tras haber realizado pruebas previas para 

determinar el tiempo óptimo de mezcla. 

Elaboración de ensilados  

Para la elaboración de los ensilados se diseñó un sistema factorial 3x3 donde se 

combinaron 3 niveles de urea (2%, 4% y 6%) y 3 niveles de melaza (2%, 4% y 6%), 

dando lugar a 9 ensilados experimentales más 1 control (sin aditivo). Los niveles de 

ambos aditivos fueron establecidos en función de la bibliografía consultada (Schiere et 

al., 1988; Aguilera et al., 1997; Wrathall et al., 1989). Tanto la urea como la melaza 

fueron calculadas en base a la materia seca del subproducto y se incorporó agua hasta 

alcanzar una humedad final del 30%.  

Para la fabricación de cada ensilado experimental, se procedió a pesar 325g del 

subproducto fresco y posteriormente se le incorporó con un aspersor manual la solución 

urea-melaza correspondiente en cada fórmula, mezclando manualmente hasta que todo el 

material quedó bien impregnado. Finalmente fue envasado doblemente al vacío en bolsas 

de 35x20cm y 40x30cm asegurando una anaerobiosis total donde permanecieron durante 

un periodo de 42 días a temperatura ambiente. 

Análisis químico de las mezclas y ensilados experimentales 

Las muestras se analizaron siguiendo el Reglamento CE 152/2009 (EC, 2009) para 

materia orgánica (M.O), grasa bruta (G.B), proteína bruta (P.B), fibra bruta (F.B), fibra 

neutro detergente (F.N.D), fibra ácido detergente (F.A.D) y lignina ácido detergente 

(L.A.D). 
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Proceso de fermentación in vitro: producción de gas 

El proceso de fermentación in vitro se llevó a cabo mediante la técnica propuesta 

por (Menke et al., 1979). Para ello se utilizaron jeringas de vidrio de 120ml de capacidad 

con punta tipo Luer. Se midió el desplazamiento del émbolo producido por el gas de 

fermentación. La punta Luer se cerró con una válvula de tres vías que garantiza un cierre 

hermético y permite acoplar distintos dispositivos de medida. Como fuente de inóculo 

para la fermentación, se utilizaron heces recogidas directamente del recto de ovejas (El 

Shaer et al., 1987) pertenecientes a la Finca la Orden-Valdesequera (CICYTEX), 

inmediatamente antes del inicio del proceso. Este sistema evita las objeciones que pueden 

hacer los comités éticos de experimentación animal (Spanghero et al., 2019) a la vez que 

presenta una buena correlación con los métodos que utilizan líquido ruminal (Ramin et 

al., 2015). 

 El procedimiento consta de los siguientes pasos: 

- Fabricación de saliva artificial a partir de cuatro soluciones (Aghajanzadeh et al., 

2015): solución macromineral, solución tampón, solución reductora y solución 

micromineral. 

- Elaboración de líquido fecal, mezclando homogéneamente 1000ml de saliva 

artificial con 166g de heces frescas.  

Para el ensayo de mezclas cebada-hoja de olivo se instalaron un total de 4 gradillas 

en condiciones equivalentes, donde cada gradilla cuenta con un total de 12 jeringas, 

dispuestas de tal modo que, 2 jeringas actúan como blanco (30ml de líquido fecal), otras 

2 actúan de testigo: en el caso de las mezclas se utilizó 0,2g de cebada, para los ensilados 

0,2g de ensilado control y para el subproducto fresco y desecado 0,2g de alfalfa. Las ocho 

jeringas restantes contienen como sustrato fermentador 0,2g de la mezcla de estudio 

(n=8). 

Las muestras fueron incubadas a 39ºC durante 24h, ya que es el periodo estimado 

para poder calcular el valor energético (Menke y Steingass, 1995). Trascurrido este 

tiempo, se midió el desplazamiento del émbolo producido por el gas de fermentación, así 

como el porcentaje de CH4 producido por los sustratos fermentados. 
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Predicción del valor energético 

El valor energético se estimó a partir de los resultados de composición química y 

producción de gas in vitro tras 24h, aplicando las ecuaciones propuestas originalmente 

por Menke y Steingass (1988), convenientemente contrastadas en otras publicaciones de 

su equipo de investigación (Krishnamoorthy et al., 1995), y adaptadas específicamente al 

tipo de sustrato utilizado, en este caso un subproducto, se calculó la energía metabolizable 

(EM) expresada como Mcal/kg m.s y el porcentaje de digestibilidad de la materia 

orgánica (%DMO). 

 

EM = (1,06 + 0,1570P.G + 0,0084P.B + 0,022G.B – 0,0081C) / 4,184 

%DMO = 0,9991P.G + 0,0595PB + 0,0181C + 9 

 

P.G = ml gas /0,2mg; P.B = proteína bruta (g/kg ms), G.B = grasa bruta (g/kg 

ms), C= cenizas (g/kg ms). 

 

La predicción del valor energético se realizó tanto para los ensilados 

experimentales, como para el subproducto original fresco y desecado. Dado que el nivel 

de producción de gas obtenido a partir de heces es menor que cuando se utiliza líquido 

ruminal (Ramin et al., 2015). El nivel de producción de gas se corrigió en función del 

nivel esperado para la alfalfa (30,8ml/0,2g), el cual, se corresponde con un nivel de EM 

de 1780kCal/kg m.s. 

 

Medida de la producción final de CH4. 

La medida de la producción de CH4 se llevó a cabo al terminar la prueba de 

fermentación, tras 24h, mediante un detector de gases GMI PS200. Este detector 

determina el porcentaje de CH4 en el gas producido. Para su medición utilizamos un 

sistema de circuito cerrado de gases, donde conducimos a un bote Duran de 500ml el gas 

generado en el interior de las jeringas. La concentración final se expresó como ml de 

CH4/g de material fermentado.  
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Estudio estadístico 

El posible efecto de la incorporación de diferentes niveles de subproducto sobre 

las características fermentativas de la cebada se ha llevado a cabo mediante una prueba 

de Kruskal-Walis, dado que la variable primaria, porcentaje de CH4, no tiene una 

distribución normal. En el caso de encontrar diferencias estadísticamente significativas 

(p<0,05), las diferencias entre medias se establecieron a posteriori mediante una prueba 

de Dunn un nivel de significación preestablecido en p<0,05.  

En cuanto al estudio estadístico del posible efecto ocasionado por los diferentes 

niveles de incorporación de urea y melaza en la formulación de los ensilados 

experimentales se abordó mediante un ANOVA factorial, ya que este tipo de análisis nos 

permite detectar las posibles interacciones entre los factores de estudio. En el caso de 

detectar diferencias significativas, se realizó una prueba de Tukey a posteriori con un 

nivel de significación preestablecido en p<0,05.  

Todos los análisis se han llevado a cabo mediante el software SPSS V22. 

 

3.-Resultados 

Para determinar la calidad del subproducto y las diferentes mezclas elaboradas en 

base a la cebada, analizamos su composición química. Los valores medios de los 

componentes químicos se representan en la Tabla III. 1. Respecto a los resultados 

obtenidos para la hoja de olivo, podemos observar que su principal componente es la 

F.N.D (46,20%) altamente lignificada (18,7%). El contenido en M.O ronda el 96%, con 

valores de G.B y P.B de 6% y 10,74% respectivamente. En cuanto a la cebada de estudio, 

presenta un 97,38% de M.O, con un nivel de P.B en torno a 9,5%, un bajo contenido en 

G.B (2,17%), F.N.D y F.A.D (20,85% y 5,87% respectivamente) con ligero grado de 

lignificación (1,12%). Lógicamente a las mezclas (cebada + hoja de olivo), heredan la 

composición correspondiente en función del porcentaje de subproducto incorporado. 

Se determinó la producción de gas y CH4 mediante la prueba de fermentación in 

vitro tras un periodo de incubación de 24h, los resultados se recogen en la Tabla III. 2.  
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Tabla III. 1.-Análisis químico de las mezclas cebada/hoja de olivo (expresadas en % de 

materia seca).  

 % Cebada / Hoja de Olivo 

 100/0 0/100 97,5/2,5 95/5 92,5/7,5 90/10 

M.O 97,38±2,64 95,39±0,92 97,1±2,58 97,2±2,34 97,40±2,46 96,90±2,50 

G.B 2,17±0,03 6,00±0,71 2,30±0,05 2,40±0,05 2,60±0,06 2,70±0,10 

P.B 9,41±0,36 10,74±0,18 10,62±0,38 10,62±0,33 10,62±0,35 10,62±0,43 

F.B 3,54±0,19 19,86±0,27 3,60±0,18 4,50±0,22 5,00±0,20 5,50±0,22 

F.N.D 20,85±0,19 46,20±3,33 16,30±0,29 16,20±0,43 14,30±0,41 17,90±0,50 

F.A.D 5,87±0,59 37,95±2,23 6,90±0,61 8,00±0,76 7,10±0,73 9,20±0,84 

L.A.D 1,12±0,13 18,7±1,82 1,80±0,16 2,50±0,22 2,50±0,26 3,20±0,31 

M.O, materia orgánica; G.B, grasa bruta; F.B, fibra bruta; F.N.D, fibra neutro detergente; F.A.D, fibra ácido detergente; 

P.B, proteína bruta; L.A.D, lignina acido detergente. 

 

 

Tabla III. 2.- Producción de gas (ml/g sustrato fermentado) y CH4 (mlCH4/g sustrato 

fermentado) tras 24h de incubación, expresadas por su media ± desviación típica. 

%Cebada/Hoja 

Olivo 
Producción de gas CH4 

100/0 295,01ab ± 14,47   19,35a ± 1,65 

97,5/2,5 301,22a ± 6,81 18,07a ± 0,41 

95/5 287,74b ± 10,35 18,73a ± 2,46 

92,5/7,5 286,63b ± 6,24 17,93a ± 2,19 

90/10 251,99c ± 2,15 14,17b ± 1,87 

p 0,000 0,002 

Letras minúsculas diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticas significativas (test de Dunn, p<0,05). 

p, p-valor; CH4, producción de metano. 
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En cuanto a la producción de gas (Tabla III. 2), se obtuvieron diferencias 

estadísticamente significativas (p<0,001) entre las mezclas de estudio, los valores más 

bajos se registraron cuando el subproducto fue incorporado en niveles del 10% 

(251,99ml/g), en tanto que la mayor producción de gas se observó en los niveles más 

bajos de subproducto en la mezcla (301,22ml/g), muy próximos a los valores registrados 

por el concentrado de referencia (295,01ml/g). El resto de las mezclas (5% y 7,5%) 

presentan valores intermedios (287,74ml/g y 286,63ml/g) entre los niveles superiores e 

inferiores de incorporación del subproducto en la mezcla. 

La producción de CH4 a las 24h (Tabla III. 2) fue significativamente menor 

(p<0,05) en las mezclas que contenían un 10% del subproducto, presentando una 

reducción en torno al 23,5% respecto al resto de mezclas de estudio.  

Referente a los ensilados experimentales, se realizó un análisis de la composición 

químico-nutritiva, cuyos resultados se presentan en la Tabla III. 3. 

Obtuvimos unos valores medios de M.O: 88,64%. La G.B rondó en torno al 6,10% 

y el valor medio de fibra fue 24,48%, 45,19% y 34,21% para la F.B, F.N.D y F.A.D 

respectivamente. Los valores de P.B fluctuaron entre los diferentes ensilados, siendo 

superior el contenido en P.B en aquellos que contenían un 6 % de urea (20,35%, 23,83% 

y 22,19%). 
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Tabla III. 3.- Composición químico-nutritiva de los ensilados de hoja de olivo 

(expresadas en % de materia seca). 

u*m, porcentaje de urea y melaza; M.O, materia orgánica; G.B, grasa bruta; F.B, fibra bruta; F.N.D, fibra neutro 

detergente; F.A.D, fibra ácido detergente; P.B, proteína bruta; L.A.D, lignina acido detergente. 

 

El potencial fermentativo, así como el valor energético de los ensilados 

experimentales formulados con diferentes concentraciones de urea y melaza, fue 

analizado mediante la prueba de producción de gas in vitro, y cuyos resultados se 

muestran en la Tabla III. 4. Se observó un efecto significativo (p<0,001) de ambos 

factores de estudio, tanto individual como conjunto sobre las variables de estudio P.G, 

%DMO, EM y CH4. 

De este modo, la incorporación de un 2% urea registró los mayores valores de 

producción de gas, %DMO, EM y CH4, mientras que en los ensilados que contenían un 

4% de urea presentaron los valores más bajos de %DMO, EM, CH4 y concentraciones del 

6% de urea registraron valores intermedios para estas tres variables. En el caso de la 

producción de gas, no se obtuvieron diferencias entre la incorporación del 4% y 6% de 

urea con valores de 70,84ml/g y 73,98ml/g respectivamente. 

u*m M.O G.B P.B F.B F.N.D F.A.D L.A.D 

0*0 88,95±0,74 6,52±0,11 9,28±1,07 22,57±0,28 45,84±1,18 37,02±1,08 24,41±0,18 

6*6 89,12±0,65 6,16±0,46 20,35±2,54 20,95±0,49 43,46±0,84 35,71±0,01 24,59±0,25 

4*6 87,76±0,18 7,08±0,49 17,75±0,19 22,66±0,35 46,30±0,422 38,18±2,57 24,29±0,18 

2*6 89,33±1,70 6,30±0,42 14,10±0,15 20,97±0,18 46,36±0,82 35,23±2,12 24,26±0,15 

6*4 89,34±0,79 5,73±0,13 23,83±0,50 21,03±0,42 44,47±0,92 35,67±0,42 23,77±0,15 

4*4 88,38±0,88 6,22±0,04 18,35±0,17 21,86±0,33 45,10±1,10 37,01±0,91 25,21±0,20 

2*4 89,50±0,86 5,96±0,46 13,60±0,12 21,55±0,41 46,49±0,14 36,22±0,20 24,46±0,13 

6*2 87,71±0,65 5,60±0,70 22,19±0,13 20,95±0,47 44,81±0,03 35,47±1,40 25,41±0,15 

4*2 88,89±0,66 6,45±0,13 13,29±0,11 20,59±0,30 44,38±0,47 34,92±1,12 23,66±0,18 

2*2 87,39±1,11 5,03±0,71 13,55±0,21 21,66±0,62 44,68±0,21 36,73±0,13 25,33±0,10 
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Tabla III. 4.- Efecto de la urea y la melaza sobre las características fermentativas y valor 

energético in vitro de los ensilados de hoja de olivo. 

Letras minúsculas diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticas significativas (test de Tukey-b, 

p<0,05). P.G, producción de gas expresada ml/g de sustrato fermentado; %DMO, porcentaje de digestibilidad de 

materia orgánica; EM, energía metabolizable, expresada como Mcal/kg.m.s; CH4, producción de metano, expresada 

como ml CH4/g sustrato fermentado; p, p-valor. 

 

 

 

 P.G. %DMO EM CH4 

%Urea Media d.t Media d.t Media d.t Media d.t 

2 103,79a 15,75 53,50a 5,33 1,90a 0,17 4,53a 1,47 

4 70,84b 19,44 44,30c 6,85 1,58c 0,26 2,64c 0,89 

6 73,98b 26,92 48,64b 8,81 1,70b 0,36 3,33b 1,61 

p 0,000 0,000 0,000 0,000 

%Melaza         

2 73,90b 38,73 45,31b 11,38 1,57b 0,41 2,87b 1,85 

4 82,94ab 13,14 49,44a 5,44 1,76a 0,20 3,15b 0,82 

6 91,76a 14,19 51,70a 4,02 1,87a 0,09 4,48a 1,34 

p 0,000 0,000 0,000 0,000 

Urea*melaza         

2*2 118,27a 10,52 58,41a 3,47 2,01a 0,13 5,02ab 0,62 

2*4 87,19bcd 9,64 47,84bc 3,18 1,72bc 0,12 2,72c 0,37 

2*6 105,91ab 7,20 54,31ab 2,38 1,97ab 0,09 5,85a 0,74 

4*2 65,18e 31,20 40,45de 10,30 1,45ed 0,39 2,37c 1,49 

4*4 68,59de 9,03 44,68cd 2,98 1,57cd 0,11 2,56c 0,25 

4*6 78,74cde 8,54 47,79bc 2,82 1,72bc 0,11 2,99c 0,29 

6*2 38,25f 7,43 37,06e 2,46 1,23e 0,09 1,23d 0,09 

6*4 93,04bc 4,55 55,84a 1,50 1,98ab 0,06 4,17b 0,44 

6*6 90,63bc 10,63 53,02ab 3,51 1,90ab 0,13 4,59b 0,79 

p 0,000 0,000 0,000 0,000 
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Respecto a la melaza, la producción de gas presentó una respuesta lineal positiva 

al aumentar su concentración de melaza en la fórmula, registrando valores de 73,09ml/g 

en concentraciones del 2%, 82,94ml/g para el 4% y de 91,76ml/g en concentraciones del 

6%. Por otro lado, hallamos un aumento del %DMO y EM (5,26% y 0,24 Mcal/kg.m.s) 

al incorporar melaza al 4% y 6% frente al 2%. Respecto al potencial metanogénico, se 

observa un aumento en la producción de CH4 al incorporar melaza al 6% (4,48mlCH4/g) 

frente a niveles del 2% y 4% (3,01mlCH4/g). 

El análisis factorial reveló una interacción significativa entre ambos factores de 

estudio (p<0,001). De este modo, observamos que la combinación de los niveles más 

bajos de urea y melaza (2% y 2%) registró la mayor producción de gas (118,27ml/g), en 

tanto que la menor, se obtuvo al combinar 6% urea y 2% melaza (38,25ml/g). 

El mayor %DMO se observó en las combinaciones 2% urea y 2% melaza y 6% 

urea 4% melaza (58,41% y 55,84% respectivamente), mientras que la combinación 6% 

urea y 2% melaza reveló un descenso de la digestibilidad con valores en torno al 37%. 

Los niveles más altos de EM se registraron en los ensilados con un 2% urea y 2% 

melaza (2,01Mcal/kg m.s), mientras que los más bajos correspondieron a la combinación 

de 6% urea y 2% melaza (1,23Mcal/kg m.s). 

La mayor producción de CH4 se obtuvo en la combinación 2% urea y 6% melaza, 

con una producción de 5,85mlCH4/g, aunque con valores muy próximo a los obtenidos al 

combinar 2% urea y 2% melaza (5,02mlCH4/g), por otro lado, fue la combinación 6% 

urea y 2% melaza la que registró los valores más bajos (1,23mlCH4/g). 

En la Tabla III. 5 se recogen los resultados referentes al subproducto fresco (H.F), 

desecado (H.D.), ensilado control (EC) (sin aditivos) y mejor ensilado experimental (E). 

El mayor nivel energético correspondió a H.F (2,07Mcal/kg.m.s), aunque con una 

diferencia de apenas 0,06 puntos con E (2,0 Mcal/kgm.s). Por otro lado, el subproducto 

desecado presentó los niveles más bajos de EM, reduciéndose en torno a un 11,12% su 

valor energético frente al subproducto fresco.  

En cuanto al %DMO de la hoja de olivo, se obtuvo una mejora en torno al 9,5% 

cuando el subproducto fue ensilado con un 2% urea y 2% melaza (E), y disminuyó en 

torno a un 12% cuando se le aplicó el tratamiento de desecado (H.D). 
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Respecto a la producción de CH4, observamos que E presenta los mayores valores 

(5,02mlCH4/g), seguido EC (3,86mlCH4/g), H.F (2,49mlCH4/g) y finalmente H.D 

(1,72mlCH4/g). 

 

Tabla III. 5.- Valor energético y producción de gas y CH4 in vitro del subproducto hoja 

de olivo ensilado, fresco y desecado.  

 P.G EM %DMO CH4 

 Media d.t Media d.t Media d.t Media d.t 

E 118,27a 10,52 2,01ab 0,13 58,41a 3,47 5,02a 0,62 

EC 103,09bc 8,47 1,85bc 0,16 50,57bc 4,23 3,86b 0,83 

H.F 111,10ab 8,72 2,07a 0,11 52,92b 2,80 2,49c 0,21 

H.D 91,90c 12,80 1,84c 0,11 46,58c 2,88 1,72d 0,23 

p 0,000 0,000 0,000 0,000 

Letras minúsculas diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticas significativas (test de Dunn, p<0,05). 

E, ensilado experimental (2%urea*2%melaza); EC, ensilado control, sin aditivos; H.F, hoja de olivo fresca; H.D, hoja 

de olivo desecada; p, p-valor; P.G, producción de gas, expresada ml/g de sustrato fermentado; EM, energía 

metabolizable, expresada como Mcal/kgm.s; %DMO, porcentaje de digestibilidad de materia orgánica. CH4: 

producción de metano, expresada como ml CH4/g sustrato fermentado. 

 

4.-Discusión 

Uno de los problemas que presenta la utilización de subproductos como 

ingredientes de la dieta de animales, es la variabilidad de la composición químico-

nutritiva, la cual, viene determinada por varios factores, que, en el caso de la hoja de 

olivo, pueden ser las condiciones de almacenamiento, la climatología, el contenido de 

humedad y el grado de contaminación con tierra y aceites. Esta variabilidad la 

encontramos al comparar nuestros resultados con los obtenidos por otros autores, como 

García et al. (2003), quienes encontraron valores más bajos para M.O, P.B, G.B, F.N.D 

y F.A.D, y ligeramente superiores para L.A.D. Por otro lado, Lee et al. (2021), obtuvieron 

valores de M.O y P.B similares a los nuestros (94,59 y 10,87 respectivamente), un nivel 

de G.B ligeramente superior y un contenido en fibra inferior. Aunque los resultados 
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evidencian que el nivel de proteína de este subproducto es relativamente alto, hay que 

tener en cuenta que la mayor parte de esta proteína se encuentra ligada a la pared celular, 

lo cual, la convierte en una proteína poco digestible (FEDNA, 2015). 

Existe poca información acerca de los efectos que ejerce la hoja de olivo y otros 

subproductos procedentes de la industria oleica sobre la fermentabilidad in vitro y la 

producción de CH4. Sin embargo, algunos estudios han identificado que los compuestos 

polifenólicos ejercen un efecto nocivo sobre los microorganismos ruminales, 

especialmente sobre los metanógenos. Este efecto se traduce en, una modificación del 

patrón fermentativo del rumen, causando una reducción en la producción de gas y CH4 

(Patra y Saxena, 2010). Las hojas de olivo contienen compuestos polifenólicos, siendo la 

oleuropeína el principal polifenol presente en este subproducto (Soler-Rivas et al., 2000). 

Este efecto inhibidor podría explicar el comportamiento encontrado tanto en la 

producción de gas como en la producción de CH4 (Tabla III. 2). Resultados similares 

fueron encontrados por Shakeri et al. (2016), quienes observaron un efecto inhibidor de 

la producción de CH4 in vitro entre un 10-15% al fermentar hoja de olivo en comparación 

con un concentrado control. Lee et al. (2021), también obtuvieron una reducción 

significativa en la producción de CH4 in vitro al incorporar hoja de olivo al 5% tras un 

periodo de incubación de 12 horas.  

Por otro lado, la naturaleza fibrosa del subproducto, combinada con el efecto 

inhibidor de la fermentación de los taninos, podría ser responsable del comportamiento 

observado en la producción de gas (Tabla III. 2), ya que a medida que la concentración 

de carbohidratos solubles disminuye en la dieta, la producción de gas también se reduce 

en las primeras 24h de incubación (Al-Masri, 2013). En esta línea, Al-Masri (2017) 

encontró una correlación negativa entre el contenido en L.A.D y la producción de gas en 

un estudio de fermentación in vitro de subproductos de arbustos perennes. Nuestros 

resultados presentan una tendencia similar a los estudios de Al-Masri (2017) siguiendo el 

siguiente patrón en función del nivel de LAD: P.GAS = 327,340 – 19,29*LAD (r = -0,805). 

Sin embargo, la mezcla que contiene un 2,5% del subproducto presenta los 

mayores niveles de producción de gas, aunque próximos a los que presenta la cebada de 

referencia, no viéndose reflejado el efecto descrito anteriormente. Este comportamiento, 

puede ser debido a la baja concentración del subproducto en la mezcla, el cual, no tiene 
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potencial suficiente para ejercer efecto sobre la variable producción de gas por ninguna 

de las dos vías propuestas. Este fenómeno también fue observado por Barraso et al., 

(2021), en un estudio de mezcla cebada-orujo de uva.  

Por otro lado, el empleo de aditivos como la urea y la melaza en la elaboración de 

ensilados es bastante común. La urea es una fuente de nitrógeno no proteico (NNP), cuya 

función principal en la elaboración de ensilados radica en la mejora de la calidad 

nutricional de materias primas con alto contenido en carbohidratos fibrosos por una doble 

vía. Por una parte, la urea se hidroliza, convirtiéndose en amoniaco, y ejerce un efecto 

disociador de los complejos lignina-hemicelulosa, produciéndose una solubilización de 

una parte de las hemicelulosas a lo largo del proceso de fermentación en el ensilado 

(Slanac, 2019; Rodríguez et al., 2002). Según el INRA (2007), esto se refleja en la 

relación entre F.B y F.N.D, de tal modo que, para un mismo contenido de F.B el contenido 

en F.N.D es ligeramente más alto en forraje verde y un poco más bajo en el forraje 

fermentado (ensilado). Sin embargo, nuestros resultados no siguen este patrón para 

ninguno de los componentes fibrosos analizados (Tabla III. 3), manteniéndose los 

valores semejantes a los del subproducto sin ensilar (Tabla III. 1). En todo caso, el efecto 

habría que buscarlo más en el incremento del valor nutritivo que en la variación en la 

composición química (Molina et al., 2003). 

En segundo lugar, la presencia de urea se traduce en un aumento de los niveles de 

P.B de los ensilados de materiales naturalmente pobres en nitrógeno, que está 

perfectamente reflejado en la Tabla III. 3. Este mismo comportamiento fue observado 

por otros autores como Phesatcha y Wanapat (2016) y Azhary et al. (2020). Además, este 

NNP podrá ser utilizado por los microorganismos ruminales para la síntesis de proteína 

microbiana (Molina et al., 2003; Owens y Zinn, 1988). 

En cuanto a la melaza, es habitual su utilización en el ensilado de subproductos 

vegetales fibrosos, al incrementar la disponibilidad de carbohidratos solubles que facilitan 

la acción de los lactobacilos (Wang et al., 2017), en especial cuando el nivel de nitrógeno 

del material a fermentar tiende a producir amoniaco, al facilitar, igualmente, la bajada del 

pH (Mordenti et al., 2021). 
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Referente a los resultados mostrados en la Tabla III. 4, hay que tener en cuenta 

la existencia de dos variables de carácter primario: producción de gas y CH4, 

determinadas directamente en las condiciones experimentales, en tanto que el contenido 

energético y el %DMO no derivan, solamente, de la producción de gas, (Getachew et al., 

1998). Los valores de producción de gas acumulados tras un periodo de fermentación de 

24h indican diferencias en el potencial fermentativo de los diferentes tratamientos, (Tabla 

III. 4). 

Respecto al efecto de la urea, cabría esperar un comportamiento dosis-respuesta, 

aumentando la producción de gas a concentraciones crecientes de urea, sin embargo, los 

resultados no muestran esta tendencia, correspondiendo los mayores valores de 

producción de gas al 2% de urea. Salem et al. (2013) obtuvieron una reducción en todos 

los parámetros asociados a la producción de gas in vitro con la presencia de urea. Este 

efecto podría ser debido a la formación de amoniaco (NH3) resultante de la fermentación 

de la P.B, debido a que el NH3 interviene en el equilibrio del tampón bicarbonato 

neutralizando los iones H+ y reduciendo la liberación de CO2, dando lugar a una 

disminución de la producción de CH4 (Cone y Van Gelder, 1999). 

El comportamiento observado para el %DMO y EM podría ser debido al 

incremento de nivel de P.B observado en la Tabla III. 3 al pasar de concentraciones del 

4% de urea al 6%, ya que interviene directamente en el cálculo de ambas variables. 

Montiel (2013), obtuvo una respuesta similar a la nuestra al analizar la digestibilidad in 

vitro de granos de sorgo ensilados con diferentes niveles de urea, donde la digestibilidad 

pasó del 74,2% (2% urea) al 58% (4% urea).  

Finalmente, la producción de CH4, sigue un patrón similar al del %DMO y EM, 

de manera que disminuye al pasar la urea del 2% al 4% y se incrementa al pasar del 4 al 

6%. Este efecto inhibidor de la urea en niveles del 4%, podría ser debido a la formación 

de NH3 (Zhang et al., 2018), mientras que el repunte en la producción de CH4 con el 6% 

de urea cabría explicarlo por un incremento en los niveles de pH, que se corresponden 

con una mayor producción de CH4 (Van Kessel y Russel, 1999). 

En cuanto al efecto que ejerce la melaza sobre el potencial fermentativo del 

ensilado de hoja de olivo, podría ser explicado por la naturaleza química del aditivo, rico 

en azúcares como la glucosa y la fructosa, siendo una fuente de hidratos de carbono de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4932567/#b6-ajas-29-8-1136
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fácil fermentación para los microorganismos (Salem et al., 2013; Zhang et al., 2018) los 

valores de %DMO y EM se incrementan de manera proporcional a dicha producción de 

gas, al igual que el CH4, siguiendo una tenencia habitual en este tipo de pruebas (Blummel 

et al., 2005). 

Respecto a las interacciones detectadas (Tabla III. 4), podrían deberse a las 

variaciones en el pH resultantes de la combinación de NH3 (tendencia al aumento) y 

ácidos grasos volátiles producidos (tendencia a la bajada) existentes en cada caso 

(Navarro et al., 2011). 

Referente a los resultados obtenidos en la Tabla III. 5, el aumento de la 

producción de gas en H.F frente a H.D, cabría explicarlo por a la pérdida de valor nutritivo 

ocasionada durante el proceso de desecación, en especial cuando el secado es en estufa, 

aunque sea a baja temperatura (Martín y Molina, 2008). 

En cuanto a la mayor producción de gas del ensilado experimental (E) frente al 

ensilado control (EC) y el subproducto fresco (H.F), se justificaría por la incorporación 

de los aditivos urea y melaza ya que, como se ha citado anteriormente, ambos aditivos 

ejercen efecto mejorante directo sobre la digestibilidad de los hidratos de carbono 

fibrosos, además de ser una fuente de azúcares fácilmente fermentables (Slanac et al., 

2019; Rodríguez et al., 2002; INRA, 2007). Este comportamiento también se ve reflejado 

en el %DMO y explicaría las diferencias encontradas entre E y EC. Si comparamos 

nuestros resultados con los obtenidos por otros autores (Martín y Molina, 2008), podemos 

observar que, excepto el caso de E, nuestros valores de %DMO son inferiores, 

especialmente en el caso del subproducto desecado (H.D), lo que induce a pensar que la 

desecación produce algún tipo de modificación química que reduce la degradabilidad de 

la materia orgánica o bien porque se incrementa la actividad de los polifenoles (Cavaca 

et al., 2020). 

El valor de EM, como previamente se ha indicado, depende, en buena medida, de 

la producción de gas, lo que queda reflejado en el mayor contenido energético de E y H.F. 

Finalmente, respecto a la producción de CH4 no se observa una producción 

proporcional a la producción de gas. Este efecto podría ser debido a una inactivación de 

los taninos durante el proceso de ensilado, ocasionado por las condiciones de anaerobiosis 

y la bajada de pH (McSweeney et al., 1999). Otros autores han descrito que la urea ejerce 
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un efecto sobre la estabilidad de los complejos tanino-proteínas y provoca la oxidación 

de los compuestos polifenólicos, inhibiendo su efecto antinutritivo (Russell y Lolley, 

1989), y, por ende, su efecto antimetanogénico, lo cual, explicaría las diferencias 

encontradas entre E y EC. Por otro lado, y como se ha citado anteriormente el proceso de 

desecado podría influir sobre la actividad de los polifenoles (Cavaca et al., 2020), lo cual 

explicaría el efecto antimetanogénico del H.D, observándose la misma respuesta en la 

Tabla III. 2, al incorporar el subproducto desecado a concentraciones del 10%. 

 

5.-Conclusiones 

En vista de los resultados obtenidos, podemos concluir que la incorporación del 

subproducto hoja de olivo desecada a un concentrado tipo, ejerce un efecto inhibidor 

sobre la producción de gas y CH4 in vitro, y, este efecto podría ser debido a las 

características intrínsecas del subproducto, así como a la concentración del subproducto 

en la mezcla, obteniendo los mejores resultados en concentraciones del 10%. 

La conservación del subproducto mediante ensilado incorporando un 2% de urea 

y un 2% de melaza, mejora ligeramente el %DMO in vitro del subproducto, presentando 

un valor de EM similar al subproducto fresco. Referente a la producción de CH4, se 

incrementa cuando el subproducto es conservado mediante ensilado y disminuye cuando 

es desecado.  
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Resumen: los rumiantes, debido a las características fermentativas que presenta su 

sistema digestivo, generan y emiten metano a la atmósfera, un potente gas de efecto 

invernadero, que contribuye de manera activa al calentamiento global del planeta. Debido 

a la importancia que tiene la ganadería en nuestro país, es necesario plantear estrategias 

que permitan reducir dichas emisiones. Una de ellas, es la utilización de almidones vítreos 

en la formulación de dietas de rumiantes, ya que su menor degradabilidad ruminal, da 

lugar a una disminución de la producción de metano. El objetivo de este estudio fue 

evaluar el comportamiento fermentativo de un sistema de mezclas cebada/maíz, así como, 

de un concentrado comercial de cebo de terneros con diferentes niveles de maíz. Para 

ello, se llevó a cabo un análisis in vitro de la producción de gas y metano. Las mezclas de 

cebada/maíz se fermentaron durante un periodo de 18h, mientras que los concentrados se 

fermentaron durante 18 y 96h. Para las mezclas cebada/maíz, la menor producción de gas 

correspondió al 100% de maíz (207,97ml/g), aumentando la producción de metano en 

0,11ml metano/g por cada punto porcentual de cebada añadido. En los concentrados, tras 

la fermentación de 18h, la menor producción de gas se asoció al concentrado control 

(165,47ml/g), mientras que el concentrado con mayor nivel de maíz obtuvo una menor 

producción de metano (15,76ml metano/g). Tras 96h de fermentación, la mayor 

producción de gas y metano (369,82ml/g y 161,22ml/g respectivamente) correspondió al 

mailto:carmen.barraso@juntaex.es
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concentrado con mayor nivel de maíz. La inclusión de maíz en la formulación de 

concentrados de terneros limita la producción de metano in vitro. 

Palabras claves: maíz, concentrado, producción de gas, metano. 

 

Abstrac: ruminants are a major source of greenhouse gas emissions because of their 

fermentative digestive system produces certain end products such as methane. Livestock 

plays a crucial economic role in Spain. It therefore seems necessary to develop strategies 

to reduce these emissions. One of them is the use of glassy starches in ruminants feed, as 

their low degradability in the rumen leads to a decrease in methane production. The study 

aimed to evaluate the effects on ruminal fermentation of different levels of inclusion of 

corn starch in a barley/corn mixture system, as well as a commercial calf feedstuff based 

on in vitro analysis of gas and methane production. The barley/corn mixtures were 

fermented for 18h, while the feedstuffs were fermented for 18 and 96h. For the 

barley/corn mixtures, the lowest gas production level was observed in the 100% corn 

(207,97ml/g), increasing methane production by 0,11ml methane/g for each percentage 

point of barley added. In the feedstuff, after 18h fermentation, the lowest level of gas 

production was obtained in the control one (165,47ml/g), while the feedstuff with a higher 

starch level led to the lower methane production (15,76ml methane/g). After 96h of 

fermentation, the highest gas and methane production level (369,82ml/g and 161,22ml 

methane/g respectively) corresponded to the lowest starch level. The inclusion of corn in 

the calf feedstuff formulation limits on methane production in vitro.  

Key Word: starch, gas production, methane. 

 

1.-Introducción 

La producción ganadera desempeña un papel fundamental en la economía de las 

zonas rurales, sus actividades ligadas a la tierra contribuyen al asentamiento de la 

población, además de jugar un papel fundamental en los sistemas alimentarios, aportando 

productos ricos en proteínas, vitaminas y minerales de alta calidad (López-Pedrouso et 

al., 2020). Sin embargo, la producción ganadera tiene el efecto negativo de contribuir 

activamente al cambio climático al emitir gases de efecto invernadero (GEI) a lo largo de 
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su ciclo productivo. El principal GEI asociado a la producción ganadera y más concreto 

a los rumiantes es el metano (CH4), cuyo origen radica en la fermentación ruminal y 

supone el 68,39% de las emisiones de CH4 del sector primario en España (MITECO, 

2022).  

Las acciones para mitigar las emisiones de GEI procedentes del sector ganadero 

han adquirido una vital importancia, ya que el cambio climático es una amenaza real con 

múltiples repercusiones, que pone en peligro la producción agroganadera.  

Uno de los posibles planteamientos que se reporta desde el campo de la nutrición 

animal es la utilización de concentrados amiláceos de degradación lenta, formulados a 

partir de cereales como el maíz, caracterizado por presentar un endospermo córneo y 

gránulos de almidón de gran tamaño, envueltos en una matriz proteica continua y densa 

(Xu et al., 2019). Esta estructura compacta dificulta el ataque microbiano de las partículas 

de almidón, escapando del rumen sin ser totalmente fermentados, reduciendo por tanto la 

producción de gas y CH4 ruminal, al mismo tiempo que permite que parte del almidón se 

digiera en el intestino directamente en forma de glucosa (McLeod et al., 2006). 

Por tanto, el aumento de la presencia de almidones de maíz en la formulación de 

concentrados de cebo podría ser una posible estrategia para la mitigar la producción de 

CH4 en rumiantes de cebo. Sin embargo, esta sugerencia choca, en alguna medida, con 

las recomendaciones y uso de materias primas habitualmente utilizadas como referencia. 

Así, las normas FEDNA (2019) establecen un nivel máximo de 40% de grano de maíz en 

fórmulas de concentrados para terneros y corderos, junto a un máximo de 45% de almidón 

(FEDNA, 2008). 

Por lo tanto, resulta interesante abordar en qué medida la cantidad de maíz y su 

almidón repercuten sobre la producción de gas y CH4 en una fermentación. Por ello, el 

objetivo de este estudio fue determinar el efecto que ejerce la inclusión de diferentes 

porcentajes de maíz sobre la cinética de producción de gases y la producción de CH4 in 

vitro en un sistema de mezclas cebada/maíz, así como, en un concentrado de cebo de 

terneros con diferentes niveles de incorporación de maíz, para determinar si la mayor 

presencia de maíz altera el comportamiento fermentativo y/o ejerce algún efecto sobre la 

producción de CH4. 
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2.-Material y métodos 

Para la elaboración de este estudio se diseñaron dos tipos de ensayos:  

El primero, basado en el estudio de un sistema de mezclas cebada/maíz en 

diferentes proporciones (cebada/maíz): 100/0; 75/25; 50/50; 25/75 y 0/100. La 

elaboración de las mezclas se llevó a cabo con una amasadora doméstica, tras haber 

realizado pruebas previas para determinar el tiempo óptimo de mezcla. 

El segundo, en el cual se incluyó maíz a un concentrado de cebo de terneros hasta 

alcanzar diferentes proporciones, 41% (C5), 43% (C10) y 44,85% (C15), que suponen, 

respectivamente un 5%, 10% y 15% sobre el nivel de maíz del concentrado de referencia, 

superando las recomendaciones FEDNA (2019) para terneros de cebo. 

Análisis químico de los concentrados experimentales 

Las muestras se analizaron siguiendo el Reglamento CE 152/2009 (EC, 2009), 

para cenizas, materia orgánica (M.O), grasa bruta (G.B), proteína bruta (P.B), fibra bruta 

(F.B), fibra neutro detergente (F.N.D) y fibra ácido detergente (F.A.D). 

Proceso de fermentación in vitro: producción de gas 

Para llevar a cabo el proceso de fermentación in vitro se siguió el protocolo 

propuesto por Menke et al. (1979), para ello, se utilizaron jeringas de vidrio de 120ml de 

capacidad con punta tipo Luer, a las que se incorporó una válvula de tres vías, que 

permitió conseguir un cierre hermético de la jeringa y acoplar diferentes dispositivos de 

medida. 

Como fuente de inóculo se utilizaron heces frescas de ovino (El Shaer et al., 1987), 

con el fin de asegurar el bienestar de los animales (Spanghero et al., 2019), ya que ha sido 

demostrado que presenta una alta correlación al compararlas con el uso de líquido ruminal 

(Ramin et al., 2015).  

Las heces fueron extraídas directamente del recto del animal y justo antes de la 

puesta a punto del proceso de fermentación. 
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El procedimiento consta de los siguientes pasos: 

- Fabricación de saliva artificial a partir de cuatro soluciones (Aghajanzadeh et al., 

2015): solución macromineral, solución tampón, solución reductora y solución 

micromineral. 

- Elaboración de líquido fecal, mezclando homogéneamente 600ml de saliva 

artificial con 100g de heces frescas. 

Primer ensayo (mezclas cebada/maíz) 

En el primer ensayo se emplearon dos gradillas de 12 jeringas (4 jeringas/fila) con 

un total de 24 jeringas, dispuestas de tal modo que, en cada gradilla, 2 jeringas actúan 

como blanco (sólo 30ml de líquido fecal), otras 2 actúan de testigo (0,2g de cebada como 

sustrato fermentador de referencia). Las 4 filas de jeringas restantes contienen como 

sustrato fermentador 0,2g de mezclas de estudio, con 4 jeringas por cada mezcla 

elaborada, siempre en condiciones equivalentes. 

Las muestras fueron incubadas a 39ºC durante un periodo de 18h, ya que, este 

periodo se considera suficiente para determinar el potencial de degradación de un 

concentrado (Damiran and Yu, 2010). Transcurrido este tiempo, se midió el 

desplazamiento del émbolo producido por el gas de fermentación. 

Segundo ensayo (inclusión de maíz en concentrado de cebo) 

Se siguió el mismo diseño experimental que en el primer ensayo, de tal modo que, 

en cada gradilla 2 jeringas actúan como blancos (sólo 30ml de líquido fecal), otras 2 

actúan como testigo (0,2g de cebada como sustrato fermentador de referencia) y 4 jeringas 

para cada concentrado de estudio (control, C5, C10 y C15). Inicialmente, las mismas 

muestras se sometieron a un periodo de fermentación de 96h, anotando el avance del 

émbolo a las 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 y 96 horas, con el fin de estudiar la cinética 

de producción de gases (El-Meadaway et al., 1998). Posteriormente, se hizo una réplica 

de la prueba durante un periodo fermentativo de 18h, para igualar el tiempo al de las 

mezclas cebada/maíz. 
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Medida de la producción final de CH4 

La medida de la producción de CH4 se realizó al terminar la prueba de 

fermentación (tras 18h en el primer ensayo y tras 18h y 96h en el segundo ensayo) 

mediante un detector de gases GMI PS200, que determina el porcentaje de CH4 en el gas 

producido. Para su medición, se utilizó un sistema de circuito cerrado de gases, donde 

condujimos a un bote Duran de 500ml el gas generado en el interior de las jeringas. La 

concentración final se expresó como ml de CH4/g de material fermentado. 

Globalmente, el diseño experimental trata de detectar los efectos del sustrato sobre 

la producción total de gas y de CH4 mediante un método sencillo y reproducible en 

condiciones de laboratorio. 

Análisis estadístico 

Las distintas variables se describieron mediante su media y desviación típica. Las 

posibles diferencias causadas por la proporción de cebada/maíz, o por el porcentaje de 

maíz incorporado al concentrado, se analizaron mediante una prueba no paramétrica de 

Kruskal-Wallis, equivalente a un análisis de la varianza, debido a que la variable 

porcentaje de CH4 no sigue una distribución normal. En el caso de que las diferencias 

resultaran estadísticamente significativas (p<0,05), los grupos independientes se 

establecieron mediante una prueba de Dunn (Dinno, 2015). 

La relación lineal entre variables se calculó mediante una ecuación de regresión, 

valorando el ajuste mediante el coeficiente de correlación lineal r.  

Para ello, se utilizó el programa estadístico SPSS V22. 
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3.-Resultados 

Primer ensayo  

En el primer ensayo se analizaron las mezclas cebada/maíz (100/0, 75/25, 50/50, 

25/75, 0/100). Los resultados obtenidos para la composición química (Tabla IV. 1), son 

consistentes con los porcentajes de cebada/maíz incorporados. 

 

Tabla IV. 1.- Análisis químico de las mezclas cebada/maíz (media ± desviación típica) 

expresado en materia seca. 

C/M M.O G.B P.B F.B F.N.D F.A.D 

100/0 97,47±0,52 2,45±0,08 11,65±0,12 3,73±0,40 41,32±1,14 6,14±0,52 

75/25 97,85±0,08 3,09±0,01 10,05±0,10 3,13±0,61 37,68±1,40 5,48±0,76 

50/50 97,92±0,17 3,24±0,91 9,70±0,17 2,73±0,34 33,07±2,13 4,84±0,87 

25/75 97,85±0,03 3,33±0,04 9,05±0,17 2,20±0,38 28,98±1,90 4,31±1,35 

0/100 97,47±0,52 4,35±0,18 8,15±0,53 1,26±0,23 25,13±2,73 6,69±0,86 

C/M, porcentaje de cebada/maíz en la mezcla; M.O, Materia Orgánica; G.B, Grasa Bruta; P.B, Proteína Bruta; F.B, 

Fibra Bruta; F.N.D, Fibra Neutro Detergente; F.A.D, Fibra Ácido Detergente. 

 

En la Tabla IV. 2 se recogen los resultados referentes al proceso de fermentación 

in vitro. La mayor producción de gas (p<0,001) se asocia a los mayores porcentajes de 

cebada en la mezcla, en tanto que la menor se corresponde con el 100% de maíz, 

encontrándose el resto de las mezclas de estudio en posiciones intermedias.  

Referente a la producción de CH4 (Tabla IV. 2), se observa un comportamiento 

paralelo al de la producción de gas, de manera que un incremento del maíz en la mezcla 

se acompaña de un descenso significativo en su producción, comprobándose que la 

incorporación de un 75% de maíz o más en la mezcla, determina una disminución 

significativa de la producción de CH4 (p<0,05), frente a niveles de maíz inferiores al 25%.  

En nuestro caso, la respuesta de producción de CH4 sigue una tendencia lineal en 

función de la incorporación de cebada a la mezcla, lo que permite su modelización 
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(Figura IV. 1) con un ajuste de r = 0,97. Estos resultados determinan que en un sistema 

de mezcla de cebada/maíz, la mínima producción de CH4 se alcanza con el 0% de cebada, 

elevándose en 0,11ml/g de sustrato de fermentado por cada punto porcentual de cebada 

añadido en la mezcla.  

 

Tabla IV. 2.- Producción de gas y CH4 de las mezclas cebada/maíz tras 18h de incubación 

(media ± desviación típica). 

C/M P.G CH4 

100/0 260,37c ± 8,60 31,24a ± 1,03 

75/25 258,06c ± 7,80 30,33a ± 1,72 

50/50 252,49bc ± 4,36 27,16ab ± 1,60 

25/75 236,86ab ± 7,78 24,84b ± 0,71 

0/100 207,97a ± 6,27 19,79b ± 1,70 

p 0,0001 0,02 

Letras minúsculas diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticamente significativas entre las medias 

(test de Dunn, p<0,05). C/M, porcentaje de cebada/maíz en la mezcla; p, p-valor; P.G, producción de gas expresado en 

ml/g de sustrato fermentado; CH4, producción de metano expresado en mlCH4/g de sustrato fermentado. 

 

Igualmente, si analizamos la producción de CH4 en función del gas generado 

(Figura IV. 2), podemos observar que, en el rango de 210 a 260ml de gas producido, el 

CH4 aumenta 0,21ml/g por cada nuevo ml de gas originado. 
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Figura IV. 1.- Producción de CH4 (ml/g de sustrato fermentado) en función del 

% de cebada incorporado en la mezcla de cebada/maíz. 

 

Figura IV. 2.- Producción de CH4 (ml/g de sustrato fermentado) en función de 

los ml de gas producidos en un sistema de mezcla cebada/maíz. 
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Segundo ensayo  

En el segundo ensayo, se estudió el efecto de la incorporación de maíz en distintas 

proporciones a un concentrado comercial de cebo de terneros, obteniendo así tres 

concentrados experimentales (C5, C10 y C15) cuya composición química se indica en la 

Tabla IV. 3.  

 

Tabla IV. 3.- Análisis químico de los concentrados experimentales (media ± desviación 

típica) 

 M.O G.B P.B F.B F.N.D F.A.D 

Cn 95,87±0,79 5,18±0,31 12,99±0,63 8,21±0,76 40,36±3,71 10,48±0,73 

C 97,47±0,52 2,45±0,08 11,65±0,12 3,73±0,40 41,32±1,14 6,14±0,52 

M 97,47±0,52 4,35±0,18 8,15±0,53 1,26±0,23 25,13±2,73 6,69±0,86 

C5 96,55±0,44 5,03±0,47 12,93±0,04 8,19±0,73 40,27±1,22 10,30±0,11 

C10 96,75±0,62 4,98±0,18 12,63±0,11 8,15±0,72 40,20±0,76 10,27±0,76 

C15 97,83±0,07 4,95±0,53 14,57±0,16 8,12±1,45 40,18±0,48 10,24±0,61 

M.O, Materia Orgánica; G.B, Grasa Bruta; P.B, Proteína Bruta; F.B, Fibra Bruta; F.N.D, Fibra Neutro Detergente; 

F.A.D, Fibra Ácido Detergente; Cn, concentrado control; C, cebada; M, maíz; C5, concentrado con un 41% de maíz; 

C10, concentrado con un 43% de maíz; C15, concentrado con un 44,85% de maíz. 

 

En cuanto a la cinética de producción de gases en el ensayo de fermentación larga 

(Figura IV. 3 y Tabla IV. 4), encontramos diferencias estadísticamente significativas 

(p<0,05) en la producción de gas, excepto a las 8h.  

Tomando la cebada como referencia, observamos que al inicio de la fermentación, 

es el sustrato que menor gas produce. A las 6h, presenta valores intermedios entre C10 y 

el concentrado control. Es a partir de las 10h cuando la producción de gas es notablemente 

superior al resto de concentrados, hasta las 48h, donde el C15 presenta valores semejantes 

incluso superiores hasta el final del proceso de fermentación. El análisis de estos 

resultados resulta complejo, pero se podrían definir dos fases (Figura IV. 3), una inicial 

hasta las primeras 12h, donde se aprecia una menor producción de gas en el concentrado 
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C10, que, en función de los resultados del primer ensayo (Figura IV. 2) debería 

corresponder con una menor producción de CH4 debido a la correlación encontrada entre 

ambos parámetros. Y otra fase posterior, a partir de las 12h en que C15 produce más gas 

que el resto de concentrados, igualando a la cebada, a pesar de tener la mayor proporción 

de maíz. 

En cuanto a la producción de CH4 obtenida al final del periodo de fermentación 

(Tabla IV. 4), se pueden observar dos grupos claramente diferenciados. Por un lado, la 

cebada y el concentrado C15, y, por otro, el resto de los concentrados del estudio, no 

ajustándose al comportamiento planteado en la hipótesis de partida, ya que el concentrado 

con mayor porcentaje de maíz (C15) es el que más CH4 produce. 

 

 

 

Figura IV. 3.- Cinética de producción de gases de los diferentes concentrados 

experimentales (ml/g sustrato fermentado). 
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Tabla IV. 4.- Producción de gas y CH4 tras un periodo de fermentación de 96h. 

  Cebada Control C5 C10 C15 p 

P.G 4h Media 15,86a 24,40b 29,61b 20,80ab 23,42ab 0,001 

 d.t 5,84 0,76 6,81 4,98 3,54  

P.G 6h Media 45,05ab 47,74b 54,46b 37,14a 43,81ab 0,0001 

 d.t 4,00 1,32 9,24 5,15 1,53  

P.G 8h Media 74,18 64,42 65,97 63,43 68,43 n.s 

 d.t 7,87 5,54 6,22 7,26 5,03  

P.G 10h Media 98,20b 82,83a 82,41a 78,93a 85,23a 0,001 

 d,t 4,94 5,80 7,23 9,76 1,15  

P.G 12h Media 145,07c 114,14ab 114,75ab 102,77a 125,56b 0,0001 

 d.t 6,49 8,15 7,44 19,43 2,12  

P.G 24h Media 302,42c 232,54a 242,35ab 240,71ab 259,53bc 0,0001 

 d.t 8,55 13,12 4,40 16,79 3,14  

P.G 48h Media 339,87b 282,42a 295,87a 305,41ab 340,78b 0,0001 

 d.t 13,75 13,33 8,58 11,09 10,28  

P.G 72h Media 350,39bc 301,70a 315,00a 326,33ab 366,56c 0,0001 

 d.t 13,34 14,91 9,01 12,71 13,08  

P.G 96h Media 355,75bc 308,33a 320,47a 328,73ab 369,82c 0,0001 

 d.t 11,50 14,96 8,16 12,75 13,17  

CH4-96h Media 159,05b 128,26a 129,90a 130,53a 161,22b 0,001 

 d.t 17,48 5,53 5,43 9,29 10,02  

Letras minúsculas diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticamente significativas entre las medias 

(test de Dunn, p<0,05). C5, concentrado con un 41% de  maíz; C10, concentrado con un 43% de maíz; C15, concentrado 

con un 44,85% de maíz; p, p-valor; P.G, producción de gas expresado en ml/g de sustrato fermentado; d.t, desviación 

típica; CH4, producción de metano expresado en mlCH4/g de sustrato fermentado. 
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Tras los resultados obtenidos en la cinética de fermentación de los concentrados, 

y con el fin de hacer una comparación directa con el primer ensayo, se optó por realizar 

una fermentación a 18h en condiciones similares. Estos datos se recopilan en la Tabla 

IV. 5, donde, podemos observar un mayor nivel de producción de gas (p<0,01) asociado 

a la cebada, frente al concentrado control, posicionándose C5, C10 y C15 en niveles 

intermedios. Comparando estos resultados con los obtenidos en el primer ensayo (Tabla 

IV. 2), cabría esperar que la menor producción de gas se asociara al C15, sin embargo, es 

el concentrado control el que presenta menor producción de gas. 

Respecto a la producción de CH4 (Tabla IV. 5), encontramos diferencias 

estadísticamente significativas (p<0,05) entre las muestras de estudio, en este caso, el 

comportamiento es similar en ambos ensayos, donde el aumento de la concentración de 

maíz en la muestra, disminuye significativamente la producción de CH4, siendo el C15 el 

menos metanogénico. 

 

Tabla IV. 5.- Producción de gas y CH4 tras un periodo de fermentación de 18h (media ± 

desviación típica). 

 P.G CH4 

Cn 165,47a ± 8,76 17,39ab± 2,53 

C 210,83b ± 5,74 21,64b ± 2,53 

C5 170,85ab ± 5,35 17,09ab ± 1,00 

C10 182,46ab ± 4,44 15,94ab ± 1,18 

C15 170,57ab ± 11,51 15,76a ± 1,13 

p 0,0001 0,04 

Letras minúsculas diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticamente significativas entre 

las medias (test de Dunn, p<0,05). P.G, producción de gas expresado en ml/g de sustrato fermentado; CH4, producción 

de metano expresado en mlCH4/g de sustrato fermentado; Cn, concentrado control; C, cebada; C5, concentrado con un 

41% de maíz; C10, concentrado con un 43% de maíz; C15, concentrado con un 44,85% de maíz; p, p-valor. 
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4.-Discusión 

Los resultados de la composición de los cereales utilizados en las mezclas 

cebada/maíz (Tabla IV.  1) estan dentro del rango habitual de variación. Así un 11,65% 

de P.B para la cebada se sitúa en el centro del rango de variación (8-14%) indicado para 

esta especie (FEDNA, 2019). El maíz, por su parte está dentro del rango alto de P.B que 

se extiende del 6 al 9% (FEDNA, 2019). La F.B se correlaciona negativamente con la 

presencia de almidón (FEDNA, 2019), la cebada está dentro del rango bajo de variación 

(2,5-6%), en tanto que el maíz está, igualmente, en el rango bajo (1,3-2,6) de la variación 

habitual (FEDNA, 2019). 

Los resultados de producción de gas obtenidos en el primer ensayo (Tabla IV. 2), 

avalan la hipótesis inicial de partida, ya que, a medida que la concentración de maíz 

aumenta en la muestra, la producción de gas disminuye. En concordancia con nuestros 

resultados, aunque utilizando técnicas de degradación enzimática in vitro, Herrera-

Saldana et al. (1990) también obtuvieron una degradabilidad significativamente superior 

(28%) para el almidón de cebada, con respecto al de maíz. Asimismo, Opatpatanak et al. 

(1994) indicaron una producción de gas a las 7h un 60% mayor para la cebada que para 

el maíz. En un meta-análisis realizado por Offner et al. (2003), también observaron una 

mayor degradabilidad ruminal de la cebada en comparación con el maíz. En la misma 

línea, Restrepo et al. (2016) en un estudio de fermentación in vitro evaluaron cuatro 

suplementos comerciales con diferentes fuentes de energía y obtuvieron como resultado 

una menor producción de gas a las 24h en aquellos suplementos cuya principal fuente de 

energía la conformaba el maíz. 

Por otro lado, Atasoglu y Yurtman (2007), utilizando la técnica de producción de 

gas in vitro, no encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes 

cereales analizados tras 12h de incubación. Resultados similares fueron encontrados por 

Chai et al. (2004), quienes no encontraron diferencias significativas en la producción de 

gas entre la cebada (260ml/g) y el maíz (246ml/g) tras 16h de incubación.  

Paralelamente, si comparamos los resultados de producción de gas a las 18h en 

ambos ensayos (Tabla IV. 2 y Tabla IV. 5), no se observa el mismo patrón de 

comportamiento, ya que, teóricamente, el C15 debería presentar una menor producción 

de gas al contener un mayor porcentaje de maíz, sin embargo, la menor producción se 
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corresponde con el concentrado control. Estas diferencias podrían deberse al contenido 

de almidón vítreo del maíz utilizado, ya que su concentración depende de la variedad de 

planta y del momento de la cosecha (Trinacty et al., 2016), asociándose la degradabilidad 

del almidón al grado de vidriosidad de éste (Correa et al., 2002). En cualquier caso, para 

los cereales, se acepta que la producción de gas es directamente proporcional al almidón 

disponible (Lanzas et al., 2007). 

En cuanto a la producción de CH4 los resultados muestran patrones de 

comportamiento similares (Tabla IV. 2 y Tabla IV. 5), confirmando de nuevo la 

hipótesis inicial. Aunque es difícil comparar nuestros resultados con otros, teniendo en 

cuenta la escasez de estudios y las variaciones en la metodología utilizada. Restrepo et al. 

(2016) en condiciones in vitro, encontraron una menor producción de CH4 en la 

evaluación de diferentes fuentes de energía de la dieta para rumiantes, siendo la dieta que 

contenía maíz la menos metanogénica. Carro y Ranilla (2003) en condiciones in vitro, 

también encontraron una mayor concentración de CH4 para la cebada (673µmol) frente 

al maíz (646 µmol). 

Por otro lado, Beauchemin y McGinn (2005) en ensayos in vivo, encontraron una 

reducción de la producción de CH4 del 4,03% al 2,81% de la energía bruta ingerida al 

utilizar maíz en lugar de cebada como concentrado energético de terneros de cebo, sin 

embargo, López et al. (2011), obtuvieron valores significativamente mayores (+11,6%) 

en cabras alimentadas con maíz respecto a la cebada.  

Estos resultados, aparentemente contradictorios con la tendencia general, pueden 

explicarse por un mejor acoplamiento de la tasa de fermentación de la cebada con la 

proteína, que aportaría menos hidrógeno libre en el rumen para generar CH4. 

Paralelamente, el maíz, con una degradación más lenta, dejaría más partículas 

metanogénicas disponibles para los microorganismos ruminales, que, en el animal vivo, 

escaparían del rumen (Allen y Ying, 2021). 

Hatew et al. (2015) en un estudio de fermentación in vitro, indican resultados con 

una tendencia inversa a la nuestra, ya que los concentrados con mayor proporción de 

almidón degradable producen menos gas y CH4 a las 24h de fermentación.  

En la Tabla IV. 4 y Figura IV. 3 se recogen los resultados de la cinética de 

producción de gas del segundo ensayo. Partiendo de la premisa que el tiempo máximo 
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esperable de un concentrado molido en el rumen es de 24h (Kramer et al., 2013; Warner 

et al., 2013), observamos que en nuestro estudio existe un cierto efecto inhibidor de la 

producción de gas cuando se incorpora maíz a la mezcla en comparación con la cebada 

de referencia. 

En cuanto a los resultados obtenidos para la producción de CH4 al final del proceso 

de fermentación (Tabla IV. 4), es difícil contrastarlos con los resultados de otros autores, 

ya que la mayoría de los trabajos incluyen tiempos de fermentación inferiores a 48h. Sólo 

Kim et al. (2013), encontraron que el maíz es más metanogénico que la cebada a las 72h 

de fermentación. Esta mayor producción de gas y CH4 observada tras 96h en las muestras 

con mayor concentración de maíz podría ser indicativa de la mayor persistencia de 

almidón no degradado en tiempos superiores a 24h, quedando disponible un buen sustrato 

para ser fermentado por los microorganismos y, por tanto, producir mayor cantidad de 

gas y CH4 (Opatpatanak et al., 1994; Chai et al., 2004). 

 

5.-Conclusiones 

En vista de los resultados obtenidos, podemos concluir que existe una diferencia 

marcada entre el perfil fermentativo y metanogénico de la cebada y el maíz, presentando 

este último un menor potencial tanto fermentativo como metanogénico. Además, la 

inclusión de maíz en la formulación de concentrado de cebo de terneros se traduce en una 

menor producción de metano in vitro tras 18h de incubación, disminuyendo los niveles a 

medida que aumentan la concentración de maíz en el concentrado, así como, una 

respuesta positiva hasta las 12h de fermentación disminuyendo la producción de gas al 

aumentar el porcentaje de maíz en el concentrado.  
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6.- Conclusiones 

A vista de los resultados obtenidos en los diferentes trabajos que conforman la 

presente tesis doctoral, podemos concluir que: 

I.- Los orujos tintos presentan un potencial de inhibición de producción de gas y metano, 

in vitro, superior a la de los orujos blancos. 

II.- La incorporación de orujo de uva tinto (variedad Tempranillo) a un concentrado tipo 

(cebada) ejerce un efecto inhibidor sobre la producción de gas y metano in vitro, 

obteniendo un mayor potencial inhibidor con una inclusión del 7,5% del 

subproducto. 

III.- La incorporación del subproducto hoja de olivo desecada a un concentrado tipo ejerce 

un efecto inhibidor sobre la producción de gas y CH4 in vitro, y, este efecto podría 

ser debido a las características intrínsecas del subproducto, así como a la 

concentración del subproducto en la mezcla, obteniendo los mejores resultados en 

concentraciones del 10%.La conservación del subproducto mediante ensilado 

incorporando un 2% de urea y un 2% de melaza, mejora ligeramente el %DMO 

in vitro del subproducto, presentando un valor de EM similar al subproducto 

fresco. Referente a la producción de CH4, se incrementa cuando el subproducto es 

conservado mediante ensilado y disminuye cuando es desecado.  

IV.- Existe una diferencia marcada entre el perfil fermentativo y metanogénico de la 

cebada y el maíz, presentando este último un menor potencial tanto fermentativo 

como metanogénico. Además, la inclusión de maíz en la formulación de 

concentrado de cebo de terneros se traduce en una menor producción de metano in 

vitro tras 18h de incubación, disminuyendo los niveles a medida que aumentan la 

concentración de maíz en el concentrado, así como, una respuesta positiva hasta 

las 12h de fermentación disminuyendo la producción de gas al aumentar el 

porcentaje de maíz en el concentrado. 
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LISTADO DE ABREVIATURAS 

 

 

AGV: ácidos grasos volátiles. 

CH4: metano. 

CD: coeficiente de digestibilidad. 

CO2: dióxido de carbono. 

CO2-eq: dióxido de carbono equivalente. 

C.B: cenizas brutas. 

CaCl2 2H2O: cloruro cálcico bihidratado. 

CoCl2 6H2O: cloruro de cobalto hexahidratado. 

E.E: extracto etéreo. 

F.B: fibra bruta. 

FeCl3 6H2O: cloruro férrico hexahidratado. 

F.N.D: fibra neutro detergente. 

F.A.D: fibra ácido detergente. 

GEI: gases de efecto invernadero. 

G.B: grasa bruta. 

GT: gigatonelada. 

H: humedad. 

H2: hidrógeno. 

H.C: hidratos de carbono. 

HCl: ácido clorhídrico. 

HFC: hidrofluorocarbonos. 

KH2PO4: fosfato potásico monobásico. 
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L.A.D: lignina ácido detergente. 

M.S: materia seca. 

M.O:  materia orgánica. 

MgSO4 7H2O:  sulfato magnésico heptahidratado. 

MnCl2 4H2O:  cloruro magnésico tetrahidratado. 

NaOH:  hidróxido de sodio.  

NaHCO3:  bicarbonato sódico. 

NH3:  amoniaco. 

N2O:  óxido nitroso. 

NNP:  nitrógeno no proteico.  

Na2HPO4:  fosfato sódico dibásico. 

Na2S 7H2O:  sulfuro sódico heptahidratado. 

PCG:  potencial del calentamiento global. 

PFC:  perfluorocarbonos. 

P.B:  proteína bruta. 

SF6:  hexafluoruro de azufre. 

%DMO:  porcentaje de digestibilidad de la materia orgánica. 

3NOP:  3-nitroxipropanol. 
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